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Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 13,1 (2015)
Uvodni slovo k novému Casopisu

Casopis Chemické listy v uplynulych dvandcti letech
vydaval kromé ,,normalnich* Cisel, vychazejicich pravidelné
kazdy mésic, také symposialni cisla, kterd se od normalni rady
odlisovala tim, ze méla samostatné Cislovani a pred viastnim
cislem bylo uvedeno velké pismeno S. Toto pismeno indikova-
lo, ze se jednd o symposialni Fadu. Chemické listy jako takové
Jjsou odbornym casopisem Ceské spolecnosti chemické
(CSCH). Vychazeji mésicné a uverejituji recenzované pispév-
ky ze vSech oborii chemie, vietné biochemie a technologii.
Soucasti ¢asopisu je Bulletin ceskych spolecnosti chemickych
vychazejici ctvrtletné. Jsou zde publikovany uvodniky, pre-
hledné referdty, pivodni sdéleni o laboratornich pristrojich
a postupech, ¢lanky vénované chemické nomenklature
a terminologii, vyuce chemie, aktudlnim problémum chemic-
kého vyzkumu a priimyslu, recenze knih a biografické clanky.
Kongresové materialy rady S se v této koncepci jevily jako
ponéekud heterogenni a navic se ukdzalo, Ze tento zpiisob
publikovani materialii ze symposii byl vzhledem k viastnimu
citovani ¢asopisu ponékud matouci a dochdzelo k nejasnostem
jak v citacich, tak iv evaluaci viastniho casopisu. Ve svété je
pri tom zcela bézné, Ze ndrodni spolecnosti vydavaji dvé rady
odbornych sdéleni, jednu vénovanou klasickym odbornym
statim a druhou urcenou pro kongresové materialy. Hlavni
vwbor Ceské spolecnosti chemické proto rozhodl, Ze pocinaje

Foreword to the new journal

Journal Chemické Listy in the last twelve years pub-
lished in addition to "normal” issues, based on a monthly
basis, also conference special issues that differed from the
normal range by having a separate page numbering with the
number preceded by capital letter S. This letter indicated that
it is this symposial series. Chemické Listy are and will be
regular monthly journal of the Czech Chemical Society
(CSCH). Chemické Listy publish peer-reviewed contributions
from all fields of chemistry, including biochemistry and chem-
ical technology. Organic component of the journal is the Bul-
letin of the Czech Chemical Societies on a quarterly basis. In
Chemickeé Listy are published editorials, review papers, origi-
nal papers on laboratory technique and procedures, articles
on chemical nomenclature and terminology, chemistry teach-
ing, current problems of chemical research and industry,
book reviews and biographical articles. Congress materials in
series “S” in this concept appeared to be somewhat heteroge-
neous and moreover it turned out that this way of publishing
symposia materials was in this journal confusing and caused
problems in handling of its references, and in the evaluation
of the journal. In the world there is in fact quite common that
national chemical society publishes two series of professional
communications, one devoted to classical expert papers and
the other for congress materials. The board of the Czech
Chemical Society therefore decided that starting this year

letosnim rokem 2015 (ktery odpovida trindctému rocniku rady
symposialnich cisel v ramci Chemickych listii) zavede novy
Casopis, jenz bude jiz ve svém ndzvu jasné indikovat, Ze se
jedna o vytisky materialii z odbornych konferenci zpravidla
poradanych Ceskou spolecnosti chemickou. Novy casopis se
ale zaroven hlasi jako pokracovatel dosud zavedeného zpiiso-
bu publikovani kratkych sdéleni a souhrnii z téchto setkani,
a proto je na titulnim listé tato skutecnost uvedena ve formé
Czech Chemical Society Symposium Series 13 (1). Publikova-
ny budou zdsadné pouze materidaly z konferenci poradanych
v Ceské republice, ale pFispévky budou uvadény v jazyku ces-
kém, slovenském nebo anglickém. Za obsah prispévkii, tak
Jjako dosud, bude odpovidat organizator konference, pripravu
pro sazbu a tisk provede odpovédna redaktorka Chemickych
listii. Casopis bude vychdzet s logem Ceské spolecnosti che-
mické a Asociace cCeskych chemickych spolecnosti, zpravidla
CtyFikrat rocne, v zavislosti na poctu a terminech konani od-
bornych konferenci. Publikacni forma bude — podle prani
organizatora — bud’ tisténd nebo na pamétovém nosici a sa-
moziejmé i na samostatnych webovskych strankach. Obsah
téchto stranek na adrese http://www.ccsss.cz bude bezplatné
verejne pristupny.

Pavel Chuchvalec

2015 (which corresponds to the thirteenth volume of this se-
ries of symposia materials issued in Chemické Listy) will
transform the “S” series into a new journal, which will, as its
title clearly indicated that they are mainly materials from
scientific conferences organized by the Czech Chemical Soci-
ety. The new journal shall be considered as a successor of yet
established way of publishing short reports and abstracts
from these meetings, and therefore on the title page of this
issue bears the title and volume “Czech Chemical Society
Symposium Series 13 (1)”. It will publish mainly conference
materials held in the Czech Republic, but contributions will
be presented in Czech, Slovak or English. For the content, as
before, will be responsible the conference organizer, prepara-
tion, typesetting, and printing will be done by the editorial
staff of Chemické Listy. The journal will be traditionally is-
sued with the logo of the Czech Chemical Society and the
Association of Czech Chemical Societies, usually four times
a year, depending on the number and dates of professional
meetings. Publishing format will - according to the wishes of
the organizer — either printed or on an electronic storage
medium, and of course on separate web pages. The content of
these pages at http://www.ccsss.cz will be freely available to
the public.

Pavel Chuchvalec






Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 13, 3-44 (2015) 15. Amerika

B o

SIGMA-ALDRICH

SSB P pre a nu biolégiu
MB -
Clen IUBMB a FEBS

XV MEZIOBOROVE SETKANI
MLADYCH BIOLOGU,
BIOCHEMIKU
A CHEMIKU

12.5.-15.5. 2015
hotel Devét Skal Milovy

sbornik redigovali
Radmila Rapkovéa, Martin Fusek, Pavel DraSar



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 13, 3-44 (2015) 15. Amerika

@7;( 14?{/' lord /4/;{/1 erence /fyd/mzyfﬂ/r%/é/mc&%ﬂf//afn/;ﬂﬁ(zf//)ﬂcy)ﬂ/m/

Do LAT| pldisabeth

o€= APIGENEX Medicem

(R

Je to trochu neuvéritelné, ze se letos kond je jiz patndcty rocnik nasi konference. Pri prvnim rocniku se abstrakta
posilala na disketach, pro které jiz dnesni pocitace nemaji mechaniku, neexistovaly USB disky, a nemyslim si, Ze nékdo
mél mobilni telefon. Prednasky byly krasné namalovany na prithlednych blandach a vecer nikdo nesedél u pocitace,
protoze zadné spojeni pres wifi nebylo a nebyl ani FaceBook, ani gmail chat.

Tedy mnohé se zménilo. Ale mnohé ziistalo a to predevsim zaujeti pro védeckou prdci, zajem slyset, co se déld na
Jjinych pracovistich, zdajem poznat mladé kolegy a vyslechnout si jejich prednasky. Vyrazné se zlepsila kvalita
prezentaci a kvalita diskuze. Behem téch rokii se konference zucastnilo k tisicovce mladych vedkyn a védcu. Nékteri se
ucastnili jednou, jini nékolikrat. Zajimavé je si projit seznamy finalistii. Rada z nich je nyni vedoucimi vlastnich
védeckych skupin ci jsou uspésni v jinych oblastech.

Letos jsme zaradili novou kategorii — mimo biologie/biochemie a organické chemie mame noveé také kategorii

biomaterialii a to patri také ke zménam, které, jak doufam, budou kvalitu konference stdle zvysSovat.
Patndcté vyroci je urcité oslaveni hodné. A pri oslavach se takeé dekuje. Ja chci podekovat neménné prizni nadSenych a
stale mladych spoluorganizatori Irené Krumlové a Pavlovi Drasarovi. Byli v tom se mnou od zacatku a ja jim za jejich
pomoc velmi dékuji. Samoziejmé chci moc podékovat i ostatnim porotciim — Jitce Moravcové, Jitce Ulrichové, Sdrce
Pospisilove, Jaroslavu BlahoSovi, Jirimu Damborskému, Martinu Kotorovi, Ivo Starému, Filipu Teplému a Jirimu
Moossovi.

Konference je oteviena kazdému a je plné hrazena organizatory. Tedy ne organizatory, ale sponzory. A zde bych
chtél vyjadrit specialni podékovani hlavnimu sponzorovi, spolecnosti Sigma-Aldrich. Ale takové podekovani je prilis
neosobni, a proto musim vyjadrit veliky dik Daniele Dornerové, reditelce Sigma-Aldrich a Jifimu Moosovi,
vrcholovému manazeru této spolecnosti. Asi malokdo si uvédomi, Ze spolec¢nost Sigma-Aldrich vénovala béhem téch let
vice nez tri miliony korun na to, aby mohl prijet kazdy student ¢i mlady védecky pracovnik nezavisle na tom, jestli jeho
vedouci ma na jeho pobyt penize.

Letosnimu rocniku preji mnoho kvalitni veédy, mnoho dobrych diskuzi ale také zabavu a sportovni zazitky v krasné
krajine Vysociny.

Martin Fusek



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 13, 3-44 (2015)

I'JLOIV-L:& m,ikroFgNA MOLEKULY MIR-145V
BUNECNEM PREPROGRAMOVANI

TOMAS BARTA?, LUCIE PESKOVA®, LYLE
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& Mezindrodni centrum klinického vyzkumu (ICRC), FN u sv.
Anny v Brné, 656 91 Brno, ® Oddeéleni histologie a
embryologie, LF 625 00 Brno, ¢ Institute of Genetic
Medicine, Newcastle Univ., ICFL, Newcastle upon Tyne NE1
3BZ, Velka Britanie

tomas.barta@fnusa.cz

Technologie bunécného preprogramovani somatickych
bunék do indukovanych pluripotentnich (iPS) bunék
predstavuje velmi slibnou techniku pro ziskavéani vhodnych
bunéénych typt pro biomedicinsky vyzkum a bunécénou
terapii. Proces pfeprogramovani zahrnuje rozsahlé¢ zmény na
urovni molekularnich profild a signalnich drah vcetné
mikroRNA (miRNA) molekul. miRNA jsou kratké
nekodujici RNA molekuly (dlouhé asi 22 nukleotidil), které
hraji dulezitou aktivni Glohu na urovni post-transkripéni
regulace mRNA v mnoha bunéénych procesech véetné
bunééného pieprogramovani. AvSak mechanizmy uc€inku
miRNA molekul v tomto procesu nejsou zcela objasnény.

miRNA expresni profil iPS bun¢k obsahuje skupiny
(clustery) miRNA molekul, které jsou specificky
exprimovany, nebo uml¢eny jen v iPS bunkach. V této studii
jsme se zaméfili na molekulu miR-145, kterd neni v iPS
bunkach exprimovana, ale je vysoce exprimovana
v somatickych nebo terminalné diferencovanych bunkach.
V pribéhu preprogramovani somatickych bunék do iPS
bunék je exprese miR-145 v rané fazi pfeprogramovani
snizena a v iPS bunkach je obtizn¢ detekovatelna. Pro
studium  funkce miR-145 jsme generovali lidské
fibroblastové linie stabilné exprimujici inhibitor miR-145.
Inhibice miR-145 vedla k indukci bunééné plasticity, ktera
byla doprovazena mesenchymalné-epitelialni tranzici (MET)
a zvySenou expresi Oct4, Nanog, KIf4 a c-Myc, které jsou
nezbytné k indukovani a udrzovani pluripotence. VVzhledem
k tomu, ze MET je stézejni soucasti rané faze bunécéného
pfeprogramovani a zaroven dochdzi ke zvySené expresi
pluripotentnich geni v bufikdch s inhibovanou miR-145,
rozhodli jsme se otestovat, zda inhibice miR-145 zvySuje
efektivitu pteprogramovani do iPS bunék v pfitomnosti
faktori pro pfeprogramovani. Inhibice miR-145 v lidskych
fibroblastech signifikantné zvysila uspésnost
preprogramovani do iPS buné€k, coz bylo zpisobeno praveé
diky zvySené expresi pluripotentnich genti a indukci MET.
Tato studie pfispiva k pochopeni mechanismii c¢inku
miRNA molekul, které predstavuji dualezitou skupinu
molekul hrajici aktivni roli v pfeprogramovani bunék.

Tato studie byla podporena European Regional Development
Fund - Projekt FNUSA-ICRC (No. CZ.1.05/1.1.00/02.0123),
projektem ICRC-ERA-HumanBridge (no. 316345), ktery je
financovan Evropskou komisi a MUNI/A/1014/2013, ktery je
financovan MSMT.
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KADMIUM, KOBALT A NIKL INHIBUJI X
SEKVENCNE SPECIFICKOU VAZBU PROTEINU P63
AP73INVITRO A IN VIVO

PAVLA BAZ}NTOVAE"'D, MATEJ A]?AMIKb, ALENA
POLASKOVA®, MARIE BRAZDOVAP, PETR
PECINKA®?

80stravska univerzita v Ostrave, Prirodovédecka fakulta,
Chittussiho 10, 710 00 Slezska Ostrava, b Biofyzikalni ustav
AV CR, v.v.i., Krdlovopolskd 135, 612 65 Brno
pavla.bazantova@osu.cz

Regulaci exprese fady cilovych gend se proteiny rodiny
p53 vyznamné podili na fizeni mnoha bunénych procesu.
Znamy jsou predevSim pro jejich vyznam pii prevenci
karcinogeneze, proteiny p63 a p73 hraji dulezitou ulohu pfi
diferenciaci a vyvoji. Pro spravnou funkei transkripénich faktort
je rozhodujici schopnost se specificky vazat na DNA. Tuto
vazbu zajistuje DNA-vazebna doména (DBD), kterd je mezi
Cleny rodiny p53 vysoce homologni. Bylo zjisténo, ze oxidaci
cysteint DBD, podilejicich se na koordinaci zine¢natého iontu,
dochazi ke ztratd vazebné schopnosti proteini’. Dale bylo
zjisténo, ze nadbytek zinecnatych iontd sekvencné specifickou
vazbu proteinu p53 inhibuje, podobné jako ionty t&zkych kovi?.
Cilem nasi prace bylo zjistit, jaky vliv maji zminéné ionty na
vazebné domény proteinti p63 a p73.

V nasi praci jsme pouzili dvojmocné ionty prechodnych
kovii — kadmium, kobalt a nikl — ke studiu jejich u¢inku na
sekvenéné specifickou vazbu DBD proteinti p53, p63 a p73 in
vitro i in vivo. Na zakladé vysledki elektroforetické retarda¢ni
analyzy jsme dosli kzavéru, ze kademnaté ionty inhibuji
sekvencné specifickou vazbu kp53 konsensni sekvenci pii
mikromolarni koncentraci. U kobaltnatych a nikelnatych iont
byl podobny efekt pozorovéan az pii milimolarnich koncentracich.
Také transaktivace nékterych promotori (BAX, MDM2,
p53CON) v buitkach H1299 transfekovanych ¢leny rodiny p53
byla inhibovana mikromolarni koncentraci kademnatych iontt,
naopak ionty kobaltnatymi a nikelnatymi nikoli. Dale jsme
zjistili, ze DBD proteinti jsou po vazbé na DNA responzivni
elementy chranény pied inhibicnimi u€inky pouzitych tézkych
kovii. Vnasi laboratoii bylo jiz diive zjisténo, ze chelatacni
¢inidla EDTA a DTT mohou zvratit inhibici sekvencné
specifické vazby p53, ktera byla zplsobena plsobenim
prechodnych iontl (zinek, kobalt, nikl). Nyni jsme zjistili, Ze po
pouziti chelata¢niho ¢inidla EDTA ve dvojnasobném molarnim
prebytku 1ze kadmiem inhibovanou vazbu obnovit také
u centralnich domén proteinti p63 a p73 (cit.%).

Tato  prace vznikla za podpory granti  OPVK
CZ.1.07/2.3.00/30.0019 a GACR ¢islo 13-36108S.
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MECHANIZMUS ZOSTAVENIA A STABILIZACIE
RADS1 PRESYNAPTICKEHO FILAMENTU
PROSTREDNICTVOM BRCA2 PROTEINU

ONDREJ BELAN, MARIO SPiREK, LUMIR KREJCi

Laboratory of Recombination and DNA Repair, National
Centre for Biomolecular Research and Department of
Biology, Masaryk University, Kamenice 5/A7, 625 00 Brno
424542 @mail.muni.cz

Homologickd rekombinacia (HR) je mechanizmus
zodpovedny za presni opravu dvojretazcovych zlomov
DNAL Medzi klagové proteiny, ktoré sa jej zGdastiiuja,
patria rekombinasa RAD51 arekombinaény mediator
BRCA2. Mutacie v BRCA2 géne su spojené so vznikom
rakoviny? a Fanconiho anémiou®. BRCA2 viaze RAD51 cez
BRC motivy (BRC1-8) sprostredkujuce vizbu RADS51 na
ssDNA* a C-terminalnu doménu, exén 27 (Ex27), kde TR2-
peptid predstavuje minimalnu aktivnu cast. Ex27 viaze
oligomér RAD51® a je potrebny pri blokovani degradacie
zastavenych replikaénych vidlic®.

Pomocou dvojhybridného systému boli v partnerskom
laboratériu identifikované mutanty RADSI1, ktoré maju
narusenti schopnost’ interagovatt s BRC3 alebo Ex27
proteinu BRCA2. NaruSenia interakcie RAD51 mutantov
s fiznymi proteinmi BRCA2 bolo overované in vitro. TR2-
peptid chrani RADS51-ssDNA filamenty pred
destabilizujucim Géinkom BRC3, avSak zvysenie stability
voc¢i disociacii pri nadbytku volnej ssDNA bolo menej
vyrazné, ¢o sme potvrdili metdédou stopped-flow, ktora
zaroven odhalila zmenu mechanizmu zostavenia a rozpadu
RAD51 filament pri pre-inkubacii RAD51 s TR2-peptidom.
RADS51 mutant defektny v interakcii s Ex27 tieto zmeny
takmer nevykazoval. In vivo experimenty Vv mySich
embryonalnych  kmenovych  bunkdch  poslizili na
fenotypizaciu mutantov a potvrdzuji nase in vitro zistenia.

Ziskané data poukazuju na fyzikalnu zmenu RADS1
filamentu pri viazani Ex27 BRCA2 proteinu, takyto filament
vSak nie je vyraznejSie stabilizovany voci volnej ssDNA. Je
vSak chraneny pred naruSenim vldkna BRC motivmi. Ex27 je
zrejme potrebny pre podporenie vytvorenia novych
nuklea¢nych jadier pri tvorbe RADS1 filament alebo ako
ochrana pred uéinkom anti-rekombinas. Nase vysledky
pomahaju objasnit mechanizmus HR, jej vyznam pre
stabilitu genomu a stvis s rakovinou.

Tato prdaca vznikla za podpory grantov GACR13-26629S a
GACR207/12/2323.
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VPLYV APOPTOTICKYCH INHIB:iTOROV NA
EXPRESIU APOPTOTICKYCH GENOV A
PREZIVANIE DUDSKYCH GLIALNYCH BUNIEK
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MURIN, DUSAN DOBROTA, JOZEF HATOK

Ustav lekarskej biochémie, Jesseniova lekdrska fakulta,
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Multiformny glioblastdom (GBM) je najcastejSie sa
vyskytujicim a Dbiologicky najagresivnej$im  druhom
mozgového nadoru u dospelych. Prognéza pre pacientov je
hor§ia v porovnani sinymi nadormi mozgu, pricom
chemorezistencia predstavuje jeden z hlavnych problémov.
Nekontrolovany rast glidlnych buniek méze byt indukovany
deregulaciou apoptotickej drahy, ¢o ma vyznamny vplyv na
progres GBM.

Anti-apoptotické inhibitory posobia selektivne, ABT-737
(Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xl), BH3I (Bcl-xl), MIM1 (Mcl-1)
a predstavuji  potencidlne nové moznosti v terapii GBM.
Hlavnym cielom studie bolo stanovit' vplyv apoptotickych
inhibitorov na prezivanie [ludskych glidlnych buniek
asledovat’ zmenu v expresii apoptotickych génov GBM
buniek.

Vysledky prvej cCasti Stadie poukdzali na zaklade
cytotoxického metyl-tiazol tetrazoliového testu (MTT) na
relativnu rezistenciu glioblastomovej bunkovej linie (T98G) a
bunkovej linie astrocytov (NHA) na apoptotické inhibitory
BH3I a MIM1 (individualne), zatial co ABT-737 mal vyrazny
inhibi¢ny vplyv na rast glidlnych buniek (T98G, NHA).

V druhej Casti Stadie sme kvantifikovali expresiu génov
asociovanych s apoptézou (n=93) pomocou TaqMan®
Human Apoptosis Array u glioblastomovej bunkovej linie
T98G. Identifikovali sme 12 potencialne apototickych génov,
ktoré preukazovali v skupine ovplyvnenej niektorym
z apoptotickych inhibitorov viac ako 2,0-nasobnu zmenu
v hladinach expresie v porovnani s intaktnou kontrolou.

Identifikovanie zmien v expresii apoptotickych génov
moze prispiet’ k objasneniu patomechanizmu glioblastémo-
vych buniek a umozneniu individualneho pristupu v liecbe
GBM.

Tato praca vznikla za podpory grantu APVV-0224-12.

MORFOGENEZE A VISKOELASTICITA
DENTALNICH DIMETHAKRYLATOVYCH SiTi

ZDENEK BYSTRICKY?, JOSEF JANCAR??
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Dimethakrylatové kopolymerni sité nachazi v soucasné
dobé Siroké vyuziti jako matrice kompozitnich materiald
V oblasti zachovné stomatologie. Studie zahrnuje monomery
typicky vyuZivané v oblasti zubniho Iékafstvi, rigidni
aromaticky dimethakrylat glycerolatu bisfenolu A (Bis-
GMA) a jeho ethoxylovanou formu (Bis-EMA), flexibilni
alifaticky urethan-dimethakrylatovy monomer (UDMA)
a nizkoviskozni monomer triethylenglykol-dimethakrylat
(TEGDMA), pfidavany do smési pro  zlepSeni
zpracovatelnosti.

Piispévek poukazuje na souvislost mezi specifickymi
strukturnimi  rysy jednotlivych monomerti, kinetikou
morfogeneze siti a viskoelastickymi vlastnostmi vytvrzeného
materidlu. V ramci zékladni charakterizace byly zkoumany
systémy tvotrené jednak jednim monomerem, jednak systémy
zalozenymi na tfech riznych molarnich pomérech
zakladniho a nizkoviskdzniho monomeru.

Kinetika  vytvrzovani byla studovana pomoci
diferencni foto-kalorimetrie (DPC), konverze funkc¢nich
skupin byla srovnana s vysledky infracervené spektroskopie
(FTIR). Viskoelasticita siti byla zkoumana pomoci
dynamicko-mechanické analyzy (DMA), pti¢emZ vysledky
byly interpretovany za pouziti znamych modeld. Data
z kinetickych analyz poskytuji zaklad pro ptedstavu o vyvoji
supramolekularni struktury sit€. Na zaklad¢ téchto méfeni
byla vynaloZena snaha o vystizeni vztahu mezi morfologii
akomplexnim  viskoelastickym  modulem. Ptedstava
o struktuie vytvrzené sité byla dale potvrzena pomoci méfeni
kinetiky termického degradac¢niho procesu (TGA).

Vysoka viskozita spojend s tvorbou vodikovych
mustkdl  spolu s rigiditou monomerni pétete souvisi se
znanym snizenim polymeracni rychlosti (Ry), velmi
omezenou konverzi funkénich skupin (Pc=c) a téméf vyluéné
difazné fizenou kinetikou sitovani (Bis-GMA). Absence
hydroxylovych skupin (Bis-EMA) ¢i rigidniho aromatického
jadra (UDMA) vedou k nariistu polymeracni rychlosti (Rp) i
konverze funkénich skupin (Pc-c). Rostouci obsah
monomeru TEGDMA vede k pozdéjsimu projevu difazniho
fizeni polymerace, ¢imZz se zvySuje polymeracni rychlost
i konverze funkénich skupin. Pfitomnost flexibilniho
monomeru avSak dale souvisi se vznikem strukturni
heterogenity charakterizované vznikem domén mikro-geld.
To je spojeno s primarni cyklizaci a tvorbou neefektivniho
zesiténi. Heterogenni morfologie je patrnad rozsifovanim
spektra relaxacnich Casi i1 vice-stupiovym degrada¢nim
procesem. Koexistence domén s rtiznou hustotou zesiténi
vede k celkovému zhorSeni mechanickych vlastnosti.

Tato prdce vznikla za podpory projektu “CEITEC — Central
European  Institute  of  Technology,  Stredoevropsky
technologicky institut.” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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CENTRIOLE DUPLICATION CYCLE: MOLECULAR
MECHANISMS AND FUNCTIONAL
CONSEQUENCES
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Centrioles are cylindrical structures that form the
centrosome and serve as platform for the outgrowth of
primary cilia. Effective control of centriole duplication cycle
is essential for embryogenesis, tissue homeostasis, and
genome stability™?.

Primary cilium serves as antenna to receive signals
from extracellular space and thus plays important roles in
both development and disease. Ciliogenesis is known to
depend on matured centrioles, known as basal bodies. Even
though major steps of ciliogenesis have been described at a
morphological level several decaded ago, the underlying
mechanisms and their regulation remain insufficiently
understood. In the presented study® we focused on the role
Cepl64, a component of basal bodies-specific distal
appendages that is crucial for ciliogenesis. | show that loss of
Cepl64 leads to defects in early steps of primary cilia
formation, due to the impaired localization of TTBK2 (Tau
tubulin kinase 2), a kinase essential for the assembly of
primary cilium. | further show that Cep164 and TTBK2 form
a complex and that formation of this complex and hence
proper positioning of TTBK2 is crucial for ciliogenesis®.

In second part | draw your attention to the regulation of
Polo-like kinase 4 (PIk4), a member of the Polo-like kinase
family and a key regulator of centriole duplication cycle.
I report that a member of RING E3 ligase family is novel
binding partner of Plk4. Moreover, | show that this E3 ligase
acts upstream of Plk4 and promotes its ubiquitination. This
in turn regulates centrosomal levels of PIk4, resulting in the
block of Plk4-mediated centriole duplication. Together, this
data pinpoint a new regulatory aspect involved in centriole
biogenesis.

Support from FEBS long term fellowship, University of
Basel, and SoMoPro grant is sincerely acknowledged.
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INHIBITORY CYK!_IN-DEPENDENiCH KINAS:
VLIV NA MNOHOCETNOU LEKOVOU REZISTENCI
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Cyklin-dependentni kinasy hraji dulezitou roli v regulaci
bunécného cyklu a v poslednich letech se staly vyznamnym
terapeutickym cilem protinadorové 1écby. Jejich inhibitory
jsou testovany v riznych fazich klinického zkouseni; mezi
tyto latky patii naptiklad dinaciclib, flavopiridol, palbociclib
nebo SNS-032. Mnohodetna Iékova rezistence, Casto
zplisobena snizenou retenci lé¢iva v nadorové buiice, je
vyznamnou piekazkou uspésné protinadorové terapie. ABC
(ATP-binding cassette) efluxni transportéry, piedevs§im
P-glykoprotein (ABCBL1), breast cancer resistance protein
(ABCG2) a multidrug resistance-associated protein 1
(ABCC1), navozuji rezistenci aktivnim transportem
cytotoxického 1é¢iva z nadorové buiiky. Nasim cilem bylo
objasnit, zda inhibitory cyklin-dependentnich kinas (CDKi)
interaguji s danymi ABC transportéry (ABCB1, ABCG2
a ABCC1) a jestli tyto pfipadné interakce mohou ovlivnit
antiproliferativni u¢inek konvenc¢nich protinddorovych 1é¢iv.
Pomoci akumulacnich  a  cytotoxicitnich  metod
Vv transdukovanych MDCKII bunécénych liniich,
exprimujicich  jednotlivé lidské transportéry ABCBI,
ABCG2 a ABCCL, jsme zjistili, ze nami testované latky
(dinaciclib, flavopiridol, palbocicilib a SNS-032) jsou
inhibitory alespoii dvou testovanych ABC transportéra a diky
svému inhibicnimu potencidlu maji schopnost zvratit
mnohocetnou lékovou rezistenci. V terapii nddort jsou lé¢iva
Casto podavana v kombinaci za ucelem zvySeni ucinku
a snizeni rizika vzniku 1ékové rezistence. Proto jsme dale
testovali hypotézu, zda soubézné podani CDKi se schopnosti
inhibovat ABC transportér a cytotoxického substratu tohoto
transportéru  navodi synergicky antiproliferativni  efekt.
K tomuto ucelu byla vyuzita metoda kombinacniho indexu
dle Chou-Talalay. Synergicky efekt byl pozorovan u vSech
kombinaci studovanych CDKi s daunorubicinem (substrat
ABCBI1 a ABCCI1) a topotekanem (substrat ABCG2) na
nadorovych  bunénych liniich  exprimujicich  dané
transportéry (HepG2, T47D, MCF-7). Nase studie prokazala,
ze CDKi maji schopnost pfekonat mnohocetnou rezistenci
inhibici  lékovych  transportéri a  potencovat tak
antiproliferativni u¢inek soucasné podavanych konvenénich
protinddorovych 1é¢iv. Tato zjisténi by méla byt brana
V potaz pii zavadéni CDKi do klinické praxe.

Tato prace vznikla za podpory Grantové agentury Univerzity
Karlovy (SVV/2014/260064).
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DETEKCE A KVANTIFIKACE ISOFOREM SILNE
BAZICKEHO ANTIMIKROBIALNIHO PEPTIDU
APIDAECINU 1 A JEHO FYZIOLOGICKY VYZNAM
V HUMORALNI{ IMUNITE VCEL
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Antimikrobidlni peptidy jsou dulezitou soucasti
humoralni imunity vSech organismd, Wkazuji aktivitu proti
baktériim, houbam i jinym organismim . U v¢el jako social-
niho hmyzu se vyvinulo nékolik trrovni imunitniho systému
véetné slozky humoralni, na které se podileji proteiny jako
enzym fenoloxidasa nebo lektiny a antimikrobialni peptidy?.
Vyznamnou skupinou antimikrobidlnich peptidi vcel jsou
apidaeciny, které jsou UCinné proti Gram-negativnim
baktériim®. Jedna se o siln¢ bazické peptidy (pl ~ 11) bohaté
na prolin a arginin (celkové slozené z 18 aminokyselin), coz
jsou vlastnosti komplikujici jejich detekei i kvantifikaci
v biologickych vzorcich®. Pro apidaecin 1 byly popsén;/
isoformy apidaecin 1a a 1b (GNNRPVYIPQPRPPHPRI/L)".
Byla optimalizovana metoda jejich detekce a kvantifikace za-
loZena na zachyceni peptidi pomoci slabého katexu a nasle-
dného odsoleni na C8 extrakénim disku pro analyzu vzorkl
véel veetné hemolymfy z jednotlivych vcel nebo konkrétnich
casti t€l. Analytické stanoveni koncentrace peptidi ve vzorku
je provedeno pomoci nLC-MS instrumenttace®. K eliminaci
ztrat synteticky ptipraveného standardu apidaecinu pfi ptiprave
kalibra¢ni fady byl jako matrice pro rozpusténi peptidu pouZit
homogenat Cerstvé vylihnutych veel (mladusek), ve kterych je
hladina apidaecinu 1 pod limitem detekce. Validovana metoda
byla pouzita ke kvantifikaci apidaecinu 1 v hemolymf¢
tlovych veel (13,0 ng pL?, 95% konfidenéni intervaly
7,5-18,6 ng uL'lz, v hrudnicich (36,2 ngkus®, 95% KI:
18,9-53,6 ng kus™) a hlavach véel (12,9 ngkus™, 95% KiI:
9,1-16,7 ng kus™). Aplikace nové metody pro kvantifikaci
apidaecinu 1 a dalSich antimikrobidlnich peptidd ma velky
potencidl vyuziti v zdkladnim vyzkumu imunity véel, nebot’
dosud byla kvantifikovana pouze genova exprese peptidii®.
Kromé toho mutize byt optimalizovand analyticka strategie
vyuzita i pfi kvantifikaci jinych silné bazickych peptidd.

Podporeno  z projektu:  LO1204  (Narodni  program
udrzitelnosti I, poskytovatel MSMT).
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ULOHA microRNA V RIZENI BUNECNEHO DELENI
A DIFERENCIACE LIDSKYCH EMBRYONALNICH
KMENOVYCH BUNEK DO NEURALNICH
KMENOVYCH BUNEK.
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Malé nekodujici RNA  molekuly (miRNA) byly
identifikovany jako klicové molekuly v post-transkripéni
regulaci genové exprese!. Bylo také zjisténo, e miRNA jsou
uzce spojeny s fyziologii lidskych embryondlnich kmeno-
vych (EK) bun&k? a pravdépodobné sehravaji dileZitou roli
v regulaci jejich dvou klicovych vlastnosti - sebeobnové
a schopnosti diferencovat se. Dilezité je, ze zachovani
pluripotence a sebeobnovy lidskych EK bunék uzce souvisi
sregulaci prichodu bundk bun&énym cyklem®. Jakou roli
V tomto propojeni hraji miRNA, neni pfesné popsano.

Cilem tohoto projektu je studovat tlohu miRNA
vtizeni diferenciace lidskych EK bunék do neuralnich
kmenovych bun¢k (NKB). Predpokladame, ze nékteré
miRNA, jejichz hladina se specificky zvysuje s diferenciaci,
reguluji bunéény cyklus a neomezeny ristovy potencial
u NKB. Predbézna data ukazuji nékteré miRNA se zvySenou
expresi u NKB (pf. miR-21, miR-221, miR-125, a j.) patii do
skupiny tzv. ,,oncomiR* a byly asociovany s riznymi druhy
rakoviny. Jejich studium v pfirozeném vyvoji na bunétné
urovni tak mize piispét k odhaleni kandidatnich gend pro
1é¢bu nadorovych onemocnéni.

Tato prace vznikla za podpory grantu GJ-15-18316Y
a MUNI/A/1558/2014
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ANALYZA VPLYVU rs295654:G>C A rs3735520:G>A
NA FENOTYP PACIENTOV S KERATOKONUSOM
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Keratokonus (KC) je nezapalové ochorenie rohovky,
pri ktorom dochadza k jej stencovaniu a konickému
vyklefovaniu®. Asocidcia 4 SNPs (jednonukleotidovych
polymorfizmov) v géne pre lyzyl oxidazu (LOX) a3 SNPs
V hepatocytarnom rastovom faktore (HGF) a zvySeného
rizika pre rozvoj keratokéonu bola v minulosti popisana
u pacientov z USA, Australie a Severného Irska®3. V eskej
populécii sme potvrdili asocidciu SNPs 15295654:G>C
Vintrone génu LOX s protektivnym ucinkom na vznik
ochorenia ars3735520:G>A v promotore génu HGF ako
rizikovy faktor pre rozvoj KC* Nagim d’aliim cielom bolo
poodhalit mechanizmus vplyvu rizikovych SNPs na
imunohistochemickej tGrovni (lokalizdcia a mnoZstvo
proteinov LOX a HGF) a na urovni klinicke;j.

Na funkénu analyzu vplyvu SNPs pomocou nepriame;j
fluorescencnej imunohistochémie sme pouzili 15 KC a 7
kontrolnych rohoviek. Spracovali sme klinické udaje od 165
pacientov zaradenych do genotypovania — vek, genotyp
pacienta (pritomnost’ rizikovej a protektivnej alely), nastup
ochorenia a klinické parametre (ziskané na pristroji
Pentacam) zvlast' pre pravé a l'avé oko - hriibka rohovky
Vv centre, najtensi bod, stupen keratokonu. Ziskané data boli
Statisticky vyhodnotené pomocou ,R package“ pre
celogendémové asociadné stidie SNPassoc®. Odhad P-hodnét
a intervalov spol'ahlivosti je zalozeny na teste pomerom
vierohodnosti.

Aj ked” sme v niektorych KC vzorkach pozorovali
znizenie  anepravidelnost  signdlu  oboch  proteinov
Vv porovnani s kontrolnymi  vzorkami, nebolo mozné
jednoznacne priradit’ zmeny ku genotypu. Po Statistickej
analyze klinickych dat sme nasli korelaciu rs295654:G>C so
stuptiom KC pre pravé oko (P = 0,0439). Tato korelacia sa
vSak neprejavila pre oko lavé apreto ju povazujeme za
nepreukazntl.

Nepodarilo sa nam preukazat priamy vplyv SNPs
rs295654:G>C a rs3735520:G>A na fenotyp ochorenia.
Predpokladame, ze SNPs najdené v génoch LOX a HGF nie
su jediné, ktoré sa podielaju na vzniku a progresii KC
abude nutné najst’ d’alsie faktory asociované so vznikom
tohto ochorenia.

Tato praca vznikla za podpory GAUK ¢. 562313/2013,
PRVOUK-P24/LF1/3 a grantu MZ CR NT14539.
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ZNACNE ROZDILY V MEIOTICKYCH
REKOMBINACICH U HOSPODARSKY
VYZNAMNYCH DRUHU S BLiZCE PRIBUZNYMI
KARYOTYPY
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Rekombinace a synapse homolognich chromozomi
hraje klicovou roli pii spravné tvorbé gamet a jejich naruSenti
behem meidzy je u fady druhti (pfedevsim savell) spojeno se
selhanim tvorby Zivotaschopnych gamet®.

NasSe znalosti mechanismu, ktery urcuje pocet a polohu
rekombinaci na ramenech chromozomi neni UpIné jasny.
Nicméné je znamo, Ze v€k a pohlavi organismu, délka
chromozomt a struktura chromatinu jsou faktory ovliviujici
rekombina&ni Eetnosti®>,

V na$i studii jsme se zaméfili na hodnoceni poctu
apolohy crossing overi na ramenech synaptonemalnich
komplexti (SC) a vliv interference u druhii z ¢eledi Bovidae
(Turoviti), ktefi se od sebe odliSuji riznym poctem
chromozomtl. Vybrany byly hospodarsky vyznamné druhy
(Tur domaci, 2n = 60, kmen Bovini; Ovce domaci, 2n = 54
a Koza domaci, 2n = 60, oba z kmene Caprini) a jeden volné

Pro odhad frekvence a lokalizace crossing overu na
meiotickych chromozomech bunck varlat byla vyuzita tech-
nika imunofluorescencni znaceni proteinu synaptonemalniho
komplexu 3 (SYCP3) a MLHI1 proteinu (eukaryoticky homo-
log bakterialniho mutL), ktery je soucasti rekombinac¢niho
komplexu®.

Nalezeny byly vyznamné rozdily (P<0.001) v poctu
rekombinaci a délce SC nejen mezi zéstupci kmene Caprini
abyky, alezaznamendna byla také vysoka vnitrodruhova
variabilita. Navzdory niz§imu poctu chromozomi u ovce, je
pocet MLH1 mist a délka SC nejvyssi ze studovanych druhd.
Pomoci FISH se sondami k by¢im chromozomtm 1, 2, 3, 5, 8
a 11 byla prokdzana redukce rekombinaci na fizovanych
chromozomech ovce ve srovnani se skotem a kozami.
Redukce v poctu rekombinaci je zplsobena pravdépodobnéi
centromerickou interferenci, jelikoz zmény v pozicich
rekombinaci byly pozorovany jen u ovéich metacentrickych
chromozomu.
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NOVY MECHANISMUS REGULACE SIGNALIZACE
KANABINOIDNIHO RECEPTORU 1
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Kanabinoidni receptor 1 (CBIR) patii do rozsahlé
skupiny receptorti spfazenych s G-proteiny. CBI1R se
vyskytuje pfedev§im v neuronech, kde moduluje synaptickou
plasticitu a reguluje tak fadu procest jako jsou kognitivni
funkce, udrzovani energetické rovnovahy, socialni interakce,
emoce a pamd’. Rada neuronalnich a psychickych
onemocnéni vznika diky porucham v synaptickém ptenosu.
Detailni pochopeni molekularniho mechanismu synaptické
neurotransmise je proto nezbytné pro odhaleni pficin
mozkovych disfunkci a k vyvoji novych terapeutickych
piistupd. Molekularni interakce CBIR jsou zkoumany
piedevsim v souvislosti s poruchami ptijmu potravy (obezita,
anorexie), drogovou zavislosti, bolesti, nespavosti a n¢kte-
rymi psychickymi onemocnénimi.

S vyuzitim technologie yeast-two hybrid jsme nalezli
nového interakéniho partnera CBIR, protein ,,Src homology
3-domain growth factor receptor-bound 2-like (endophilin)
interacting protein 17 (SGIP1). Jedna se o intracelularni
protein, vyskytujici se téméf vyhradné v mozku, kde se
Ucastni endocytdzy. Jeho zvySend exprese je spojovana se
vznikem obezity u mysich modelii obezity®.

Vyvinuli jsme protilatku specificky rozpoznavajici
SGIP1, s jejiz pomoci jsme ovéfili kolokalizaci SGIP1
SCBIR v primarnich neurondlnich kulturach potkanich
kortikalnich neuronti. Funkéni experimenty v transfekova-
nych bunkach HEK293 ukazaly, ze SGIP1 brani internalizaci
aktivovaného CBIR z bunécného povrchu. Signalizace
CBIR pomoci G-proteint je piitomnosti SGIP1 ovlivnéna
minimalng, ale asociace CBIR s a-arrestinem 2 je
v piitomnosti SGIP1 zvySena a pfetrvava déle. V naSich
experimentech ~ SGIP1  také  moduluje  signalizaci
aktivovaného CBIR skrze kinasy regulované extracelularnim
signalem 1/2 (ERK 1/2).

Interkace mezi CB1R a SGIP1 nebyla dosud
publikovana a mize vysvétlit rozpory mezi iz
publikovanymi daty ziskanymi z tkanovych kultur HEK293,
neexprimujicich SGIP1, a daty ziskanymi z neuronélnich
kultur, kde je SGIP1 pfitomen endogenné. Jedna se o novy
zptisob modulace signalizace CBIR, ktery ovliviluje pouze
specifické signalni drahy.
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MALA RNA MS1 V{&ZE RNA POLYMERASU
V MYKOBAKTERIICH
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Bakterie zlstavaji vétSinu svého Zivota ve stacionarni
fazi rtstu. Adaptace na stacionarni fazi je tudiz nezbytna pro
jejich preziti a také pro preziti patogennich bakterif
Vv hostitelich. Nasim cilem je zjistit, jak je regulovana
transkripce b&hem  stacionarni faze rlistu bakterie
Mycobacterium smegmatis, ktera je ptibuzna patogennim
mykobakteriim.

Nasli jsme novou malou RNA, Msl, ktera je pfitomna
ve velkém mnozstvi ve staciondrni fazi rGstu u M.
smegmatis. Pomoci ultracentrifugace v glycerolovych
gradientech, RNA imunoprecipitace a vytaZzeni vazebnych
partnerit biotinylovanou Msl ukazujeme, ze Ms1 vaze RNA
polymerasu. Tato RNA polymerasa je bez hlavniho sigma
faktoru nebo jakéhokoliv jiného sigma faktoru.

U ostatnich bakterii je klicovou regulacni molekulou ve
stacionarni fazi 6S RNA, kterd inhibuje RNA polymerasu
Vv komplexu s hlavnim sigma faktorem a tim méni genovou
expresi. Ms1 vaze pouze RNA polymerasu bez sigma faktoru
a jeji funkce byla doposud neznama.

Rozdil mezi Msl a 6S RNA odrazi rozdil ve sloZeni
transkripénich komplexi mezi mykobakteriemi a dal$imi
druhy bakterii. Na rozdil od Escherichia coli, buiky M.
smegmatis ve stacionarni fazi ristu obsahuji pomérné malo
molekul RNA polymerasy v komplexu s hlavnim sigma
faktorem.

Msl tak pfedstavuje novy typ
interagujicich s RNA polymerasou.

A

malych RNA

°RNA
- P i

6S RNA

Obr. 1. Zatimco u vétSiny bakterii 6S RNA vaze RNA polymerasu
s hlavnim sigma faktorem (A), u mykobakterii Ms1 vaze RNA
polymerasu bez sigma faktoru (B).

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 13-27150 a
P305/12/G034.
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DVOUFAZOVA} RECYKLACE VYSOCE
FLUOROVANYCH RUTHENIOVYCH
KATALYZATORU METATEZE ALKENU

JAN HOSEK, MARKETA RYBACKOVA, JAROSLAV
KVICALA

Ustav organické chemie, Vysokd $kola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
hosekj@vscht.cz

Extrakce do  fluorovaného  rozpoustédla  je
charakteristickou separacni metodou tézké fluorové chemie.
Pro recyklaci rutheniovych prekatalyzatori vsak zatim
nebyla vyuzita.

V na$i laboratofi se zabyvame syntézou novych
polyfluorovanych analogi rutheniovych komplext, které
jsou vysoce fluorofilni a soucasné si zachovaji vysokou
reaktivitu podobnou komeréné dostupnym katalyzatoram®.
Mezi posledni vysoce fluorované komplexy patii I-1V,
jejichz spoleénym rysem je substituce v pozici 4 a 5
imidazolidinového cyklu a v para-poloze aromatickych
cykltt NHC ligandu (Schéma 1).

Kli¢ovym krokem piipravy téchto komplexti byla
stereoselektivni adice 1H,1H,2H,2H-perfluoroktyllithia na
sérii  polyfluorovanych diimini a cyklizace vzniklych
diamint s triethyl-orthoformiatem. Pfipravené dihydroimida-
zoliové soli poskytly reakci s Hoveydovym-Grubbsovym
prekatalyzatorem 1. generace nebo jeho perfluoralkylovanou
variantou vyvinutou v nasi laboratofi Ctyfi nové vysoce
fluorované  komplexy I-1V.  Aktivita pfipravenych
katalyzatori byla uUspé$né testovana v modelovych
metatezich alkend s uzavienim cyklu (RCM).

Nejvyznamnéjsim vysledkem je vyuziti termomorfnich
vlastnosti rozpoustédlové smési polyfluorované/nefluorované
rozpoustédlo, které umoznilo uspé$nou nékolikanasobnou
recyklaci aktivni katalytické formy. Jedna se o svétoveé prvni
znamé vyuziti separacnich metod tézké fluorové chemie

V metatezi alkend a prvni znamou funkéni aplikaci
fluorofilniho NHC ligandu.
F13(<6_ C6F13 R1 = CBF13CH20H2,
R2=H 1 62%
R SN N R | R'=CeF13CH,CH;,
:2 TC' Q RZ=CgFqi3 M 60%
RiL R! = CgF13C(CHa),,
cl | RZ2=H i 59%
o] R? R' = CgF43CH,0,
Y RZ=H v 22%

Schéma 1. Nové rutheniové komplexy I-1V

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 207/10/1533
a MSMT ¢. 20/2014.
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ENDOGENNI RETROVIRUS JELENCE (Odocoileus
hemionus): UNIKATNI MODEL PRO STUDIUM
VIROVE ENDOGENIZACE

TOMAS HRON, HELENA FABRYOVA, DANIEL
ELLEDER

Ustav molekuldrni genetiky AV CR, Oddéleni virové a
bunécné genetiky, Videnska 1083, 142 20 Praha 4
tomas.hron@img.cas.cz, daniel.elleder@img.cas.cz

Endogenni retroviry (ERVs) jsou mobilni genetické
elementy tvofici vyznamnou cast vSech doposud znamych
genomu obratloved. K jejich vzniku dochazi pfi integraci
exogenniho viru do zarode¢né bunééné linie, coz vede k
vertikdlnimu pfenosu virové DNA do dalSich generaci jako
sou¢ast genomu hostitele. Kratce poté zpravidla dochazi ke
zmnozeni poc¢tu virovych integraci v genomu. Nékteré virové
integrace mohou byt nasledné¢ fixovany v hostitelské
populaci, kde jsou tyto ,,virové fosilie* uchovany po mnoho
miliontt let. Vétsina ERVs je poSkozena v duasledku
rekombinace a akumulace mutaci a intaktni genetickou
informaci si zachovalo jen velmi malo, pfevazné¢ mladsich,
ERVs. Ukazuje se, ze pravé tyto virové integrace hraji
kli¢ovou roli v nékterych bunéénych procesech a rozvoji
patologii*. Pfestoze vyzkum ERVs v poslednich letech
vyrazné pokrocil, mechanismus jejich vzniku je stale velmi
malo pochopen.

Predmétem naseho zkoumani je nové objeveny
endogenni gammaretrovirus v genomu jelence, CrERVy
(Cervid Endogenous Gammaretrovirus)>. CrERVy je
evoluéné mlady endogenni retrovirus, ktery vykazuje
extrémni polymorfismus v integraénim profilu jednotlivych
jedinct populace. To naznacuje, ze k jeho integraci doslo
Vv nedavné historii, nebo k ni dokonce stale dochazi. Pomoci
diive publikované metody kokultivace primarni bunécné
linie jelence s lidskou linii® se nam podafilo indukovat
infek¢ni variantu tohoto viru, jehoz sekvence se shoduje
sevoluéné mladymi integracemi v genomu jelence. To
naznacuje, ze se jedna o stdle aktivni virus. NaSe prace se
dale zabyvéa studiem interakci tohoto viru s hostitelem a
zkouma podminky jeho infektivity.

CrERVy je unikatni model evoluéné mladého
a aktivniho endogenniho retroviru, ktery Ize studovat v jeho
infekéni formé. Jeho bliz$i charakterizaci lze prispét k
poodhaleni vztahi mezi endogennimi retroviry a hostitelem,
které jsou v soucasnosti stale velmi malo pochopeny.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR LK112135.
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KOVALENTNI-ORGANICKE SITE OBSAHUJICI
PORFYRINOVE MOLEKULY
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Kovalentni-organickeé sit¢ (COF) jsou porézni materialy
slozené z kovalentné vazanych organickych stavebnich
bloki, jez mohou byt spojeny C-C vazbou tvoienou
couplingovou reakci, C=N vazbou tvofenou pii vzniku
Schiffovy baze, triazinovou jednotkou vznikajici reakei tii
—CN skupin, boronylesterovou skupinou vznikajici reakei tif
molekul boronové kyseliny atd. COF jsou studovéany jako
materidly s moznymi aplikacemi pro uskladnéni plynt,
heterogeni katalyzu a optoelektroniku. Uspotfadanost COF
se lisi podle zptsobu jejich pfipravy; reverzibilni reakce
(napt. tvorba Schiffovy baze nebo boronylesteru) vedou ke
vzniku materiald s lepsi krystalinitou oproti COF vzniklym
nereverzibilnimi reakcemi (typicky couplingové reakce) *.

Pfedmétem nasi prace je piiprava série COF
obsahujicich porfyrinové molekuly pomoci Suzukiho cross-
couplingové reakce nebo tvorby Schiffovy baze. Byly pfi-
praveny materialy s riznou geometrii uspofadani v zavislosti
na pouzitych stavebnich blocich; pouziti planarnich tetrasub-
stituovanych porfyrind vedlo k ptipravé 2D COF, zatimco
disubstituované porfyriny v kombinaci s tetrasubstituovanym
tetrafenylmethanem poskytly 3D COF. Ptipravené materialy
byly charakterizovany pomoci MAS-NMR, IR spektrosko-
pie, termalni analyzy a elementarni analyzy. Pomoci
adsorpce dusiku pfi teploté¢ 77 K bylo zjisténo, ze specificky
povrch materidli dosahuje az 562 m?g. Fotofyzikalni
vlastnosti COF zahrnujici absorpéni a fluorescenéni spektra,
Casoveé rozlisSenou fluorescenci a produkci singletového
kysliku jsou zavislé na geometrii materidli a pouzitém
porfyrinovém prekurzoru. Nami pfipravené COF jsou
perspektivnimi materidly pro fotosenzitizaci a katalytické
aplikace.

LITERATURA
1. Feng X., Ding X., Jiang D.: Chem. Soc. Rev. 41, 6010
(2012).
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REOLOGICIgA STUDIE TERMQCI,TLIVE
POLYMERNI PASTY OBSAHUJICI ,,CORE-SHELL*
NANOCASTICE
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JOSEF JANCAR?P

3 Ustav chemie materialti, Fakulta chemickd VUT v Brné,
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Predlozena prace je zaméfena na piipravu a reolo-
gickou studii termocitlivé biodegradabilni polymerni pasty
obsahujici nanocastice ,,core-shell (jadro-obal), skladajici
se z polymerniho biodegradabilniho obalu a anorganického
bioaktivniho  nano-plniva  hydroxyapatitu  (n-HAp).
Termocitlivd polymerni matrice se skladd z hydrofébniho
kopolymeru kyseliny mlééné a glykolové (PLGA)
a hydrofilniho poly(ethylen glykolu) (PEG)®.

,,Core-shell“ ¢astice (CS) byly pfipraveny dvouemulzni
metodou s pouzitim chemického sit'ovadla, které je schopno
sitovat  karboxylové skupiny pfitomné na koncich
polymerniho fetézce. CS castice byly charakterizovany
pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM)
a dynamického rozptylu svétla (DLS)>.

Pivodni termocitlivd matrice vykazovala dva fazové
prechody pii rostouci teploté, a to pfechody sol-gel a gel-
suspenze. Po pfidani CS ¢astic (5 a 10 hm.%) do polymerni
matrice se elasticky modul pruznosti ve smyku zvysil
z pivodnich 40 na 150 Pa astejné tak se zvysila iteplota
maxima tuhosti kompozitu z 33,5 na 40,5 °C. Po ptidani
20 hm.% CS ztratil jiz kompozit termocitlivé vlastnosti a byl
dale jen ve fazi gelu. Pfipravend termocitlivd  biodegra-
dabilni polymerni kompozitni pasta mize nalézt své
uplatnéni v tkafiovém inzenyrstvi, zvIasté jako implantaty in
situ a v neposledni fadé jako nosi¢ 1&¢iv.

Tato prace vznikla za podpory projektu CEITEC
(CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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ALKALOIDY Z Fumaria officinalis A JEJICH
BIOLOGICKE AKTIVITY VZTAZENE
K ALZHEIMEROVE CHOROBE
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Dva nové isochinolinové alkaloidy fumaranin
a fumarostrejdin, spolu s dalsimi 18 znamymi alkaloidy, byly
izolovany  znadzemnich  ¢&asti Fumaria officinalis
(Papaveraceae). Struktura izolovanych slouenin byla
objasnéna na  zadkladé¢  spektroskopickych  analyz
a porovnanim ziskanych dat sudaji v literatufe. Absolutni
konfigurace novych sloucenin byla uréena porovnanim jejich
CD spekter se spektry znamych analognich sloucenin.
Slouceniny izolované v dostateéném mnozstvi byly
testovany na  jejich inhibi¢ni aktivitu vici
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase a GSK-3p%,
Alkaloidy parfumidin a sinaktin vykazovaly potentni inhibici
prolyloligopeptidasy (ICsp 99 + 5 uM a 53 + 2 uM,
respektive).

Tato prdce vznikla za financni podpory grantu Univerzity
Karlovy — projekt UNCE 17/2012 a projektu TEAB ¢.
CZ.1.07/2.3.00/20.0235.
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IN VITRO TEsTovANi QSTEOGENNiCH
VLASTNOST{ TITANOVE SLITINY
S POVRCHOVOU NANOUPRAVOU
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Moderni doba klade stile zvySujici se pozadavky
na materialy pouzivané pro trvalé implantaty v ortopedii.
Titan a jeho slitiny se vyznacuji dobrymi mechanickymi
vlastnostmi a jsou vtéle dobfe snaseny, jsou vSak
povazovany za bioinertni. Za ucelem urychleni hojeni a lepsi
integrace implantatu jsou provadény rdzné povrchové
upravy. Jednou z moznosti je pfiprava nanotrubek in situ
pomoci anodické oxidace v ptitomnosti fluoridovych iontd.
Nanostrukturovany povrch mize mimikovat schopnost
extracelularni matrix vyvolat specifické bun&éné odpovedi®.
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Nas$im cilem je pfipravit anasledné in vitro otestovat
povrchovou nanoupravu, ktera v téle podpoii
osteodiferenciaci kmenovych bunék migrujicich do mista
poskozeni, coz miize zabranit nezddoucimu vzniku
vazivového pouzdra a vést k lepsi fixaci implantatu.

Byla testovana slitina Ti-6Al-4V s nanotubularni
povrchovou tUpravou (pramér trubek 50 a100 nm).
S pouzitim  bun&tné linie Saos-2  (lidské  bunky

osteosarkomu) byla testovana morfologie a proliferace bunék
(fluorescenéni mikroskopie po jednom az péti dnech riistu na
materialu, vizualizace aktinu, stanoveni poctu bunék) a také
osteogenni vlastnosti materialu (specifickd enzymova
aktivita alkalické fosfatasy). Dale byla s pouzitim lidskych
stromalnich bunék kostni dfené testovana morfologie
a adheze (fluorescenéni mikroskopie po tfech dnech,
vizualizace aktinu a vinkulinu).

Morfologie i proliferace bun¢k Saos-2 na vzorcich byla
srovnatelna s kontrolou (brousena slitina bez nanostruktury),
stejn¢ tak nebyly pozorovany rozdily v aktivité alkalické
fosfatasy. Pfi pouziti vhodngjsiho modelu (primarni
stromalni buniky kostni dfen€¢) byla na testovanych
materidlech pozorovana po tfech dnech snizend adheze
bunék, coz naznacuje potencionalni zménu fenotypu a mize
znadit i osteogenni vlastnosti materialu®. Rozhodujici budou
nasledné testy skmenovymi bufikami na diferenciaci
(stanoveni  markert  diferenciace = pomoci  qPCR
a imunofluorescenéni mikroskopie po Etyfech tydnech
kultivace).

Tato  prace vznikla za podpory grantu  TACR
(& TE01020390) a MSMT CR (¢. 20/2015).
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PRENOS KAPSAICINU PRES FOSFOLIPIDOVE
MEMBRANY POMOCI DIMETHYLSULFOXIDU
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Kapsaicin (obr. 1) a kapsaicinoidy se pfirozené
vyskytuji v ¢astech nékterych rostlin (chilli) jako repelentni
ochrana pfed bylozravci. Této uc¢inné ochrany by bylo mozné
vyuzit napt. pro lesnicky vyznamné listnace, ¢i jedli, které je
velmi obtizné reintrodukovat diky vysokému preferenénimu
okusu zvefi. Zasadnim problémem je vlastni pfenos
kapsaicinu do zelenych c¢asti rostlin, tedy primarné jak
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vytesit prichod fosfolipidovou membranou. K otevieni
biologickych membran by bylo mozné vyuzit dimethylsulfo-
xidu (DMSQ)*. Mechanismus ptisobeni je viak komplikovéan
interakcemi s dal§imi latkami pfitomnymi ve vodném
prostiedi?. Tato prace sleduje vliv tvorby komplexi
kapsaicinu s kationty médi na jejich interakci s fosfolipidy za
pritomnosti DMSO. Studium takto komplexniho systému
vychazi ze znalosti interakci DMSO s fosfolipidy v plynné
fazi (ESI-MS) a interakci Cu s fosfolipidy v plynné fazi a
pomoci impedanéni spektroskopie. Kapsaicin v pfitomnosti
Cu interaguje spole¢né: kapsaicin — Cu(ll) — fosfolipid (obr.
1). Pritomnost DMSO interakci Cu(ll) — fosfolipid oslabuje
anapomaha tak transportu kapsaicinu pies membranu.
Kapsaicin je, vzhledem kjeho vysoké afinité k Cu(ll),
transportovan pies fosfolipidovou membranu ve formé

médnatého komplexu.

HiC~g
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Lc"'L
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Obr. 1. Naznadeni systému kapsaicin—Cu(l1)-fosfolipid
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Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR 13-21409P.
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VYUZITi FOTOAKTIVOVATELNYCH NANOSOND
A HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE KE STUDIU
STRUKTURY A TOPOLOGIE CYTOCHROMU P-450
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V organismu se na detoxikaci cizorodych latek,
metabolismu 1é¢iv a bohuzel také aktivaci nékterych
karcinogent podili systém cytochromi P-450 (P450). Jednim
z jejich redoxnich partnerti je cytochrom bs, ktery kromé
prenosu druhého elektronu v reakénim cyklu P450 mize
stimulovat jeho katalytickou aktivitu.

Pro studium struktury a interakci obou cytochromui

Vv lipidické membrané¢ jsme vyvinuli metodu sitovani
iniciovaného UV  zafenim®. Exprimovali jsme foto-
aktivovatelnou nanosondu — cytochrom bs, jehoz 3
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methioniny jsou nahrazeny aminokyselinovym analogem
foto-methioninem. Ozafenim smési nanosondy a P450 2B4
rekonstituovanych s lipidickou membranou jsme ziskali
kovalentni komplexy o rizné stechiometrii. Pro jeji urceni
jsme vyuzili komplementérnich metodik?.

Kovalentni komplexy jsme dale analyzovali pomoci
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim. Za Gcelem
ovéfeni a doplnéni strukturnich informaci jsme exprimovali
6 mutantnich forem cytochromu bs, jez kazdy obsahoval
v sekvenci jediny methionin (M126 a M131 pro studium
interakci v prostiedi lipidické membrany, M96 pro sledovani
interakci flexibilni spojovaci domény, a M23, M41 a M46
v katalytické doméné, které nejsou pritomné v ,divokém
typu“ cytochromu bs)®. Foto-methioniny zavedené do
katalytické domény nanosondy slouZzily k porovnani nové
metodiky s vysledky ziskanymi pomoci chemického
sitovani.

Identifikovali jsme dva odlisné zplsoby vzéjemné
orientace obou cytochrom®: prvni umoziiuje pfenos
elektroni z cytochromu bs na P450, druha naopak ze
sterickych divodt pfenos elektronli neumoznuje, nabizi
ovsem mozné vysvétleni podstaty modulace katalytickych
vlastnosti P450.

Ziskané strukturni informace budou dale vyuzity pro
zptestiovani ,,in silico” modelll interakce zkoumanych
proteinti.

Finanéni podpora: GACR P207/12/0627, UNCE 204025/2012.
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ROLE S-NITROSOGLUTATHIONREDUKTASY
V OBRANNEM MECHANISMU BUNEK TABAKU PO
APLIKACI ELICITINU
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Oxid dusnaty (NO) je dilezita signalni molekula, ktera
se podili na imunitni odpovédi u rostlin po napadeni mikrobi-
alnimi patogeny'. S-Nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je
znama jako klicovy enzym v metabolismu NO. Reguluje jeho
biologickou aktivitu prostfednictvim S-nitrosylace jako
posttransla¢ni modifikace cysteinovych residui. GSNOR, dfive
popsana jako S- (hydroxymethyl)glutathiondehydrogenasa,
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patii do rodiny alkoholdehydrogenas tfidy III. GSNOR je
vysoce specifickd pro substrat S-nitrosoglutathion. Bylo
prokazano, Zze nepiimo reguluje celkové mnoZzstvi
proteinovych S-nitrosothiolti. Elicitiny patfi do skupiny
apoplastickych  efektorit  sekretovanych napf. rodem
Phytophthora a blizce s ni pfibuznym rodem Pythium z fadu
Pythiales?.

Cilem této prace bylo studovat mozné zapojeni
GSNOR v obranném mechanismu rostlin na modelovém
systému suspenzni kultury bunék tabaku Nicotiana tabacum
L. cv. Xanthi. Byla prokdzana uloha reaktivnich forem
kysliku (ROS) a dusiku (RNS) v obranné reakci tabakovych
bunék po aplikaci elicitinu kryptogeinu z Phytophthory
cryptogea a jeho mutantnich forem L41F, V84F
aL41F/V84F. Stanoveni produkce ROS a RNS bylo
provedeno s vyuzitim specifickych fluorescencnich sond.
Kryptogein a mutant V84F vyznamné zvyS$uji hladinu ROS,
coz koreluje se sniZzenou zivotnosti bunc¢k. Naopak po
aplikaci mutantnich forem L41F a L41F/V84F, kdy nebyla
zivotnost bunék ovlivnéna, dochéazi ke zvySeni produkce
RNS. Déle byly studovany zmény hladiny transkripce gent
zapojenych do signalnich obrannych drah u rostlin. Jako
zastupce jednotlivych obrannych signalnich kaskad byly
zvoleny nasledujici geny: PR1 (pathogenesis related 1) pro
signdlni drdhu kyseliny salicylové; AOS (allene oxide
synthase) pro signalni drahu kyseliny jasmonové, Hel
(hevein-like) pro signalni drdhu ethylénu, gen pro
NADPHoxidasu podilejici se na produkci ROS a gen
GSNOR  regulujici hladinu RNS. V pfipadé genu
NADPHoxidasy dochazelo vzdy k upregulaci po aplikaci
testovanych elicitinl,, zatimco zmény na Urovni exprese
GSNOR byly pozorovany pouze v ptipadé¢ mutantu L41F.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR P501/12/0590.
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CHARAKTERIZACE PIP2 VAZE];NEHO'MiSTA NA
INTRACELULARNI N-KONCOVE DOMENE TRPM1
RECEPTORU
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V této studii jsme se zabyvali identifikaci vazebného
mista pro fosfatidylinositol-4,5-bifosfat (PIP2) na TRPMI
receptoru. Melastatinovy TRPM1 kanal patii do skupiny TRP
(transient receptor potential) kanald. TRP kandly jsou
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neselektivni iontové kanaly propusné pro jedno- a dvojmocné
kationty a podilejici se na sensorickych procesech, jako jsou
vnimani tepla a chladu, chuti, tlaku, vidéni a bolesti. TRPM1
se vyskytuje zejména v koznich buiikdch a v bipolarnich
buiikach sitnice. Mutace genu TRPM1 jsou pak spojeny
S vrozenym neménnym typem nocni slepoty u lidi a S rostouci
agresivitou melanomd. PIP2 je membranovy fosfolipid
smnoha vyznamnymi funkcemi v bufice, podili se na
signalizaci, u€astni se bunééné adheze, reguluje proteiny.

Nasim cilem bylo identifikovat a charakterizovat PIP2
vazebné misto v N-koncové oblasti TRPM1 (TRPMI-NT).
Pomoci bioinformacnich nastrojti jsme vytipovali A451-N566
PIP2-vazajici doménu. K charakterizaci vazby jsme vyuzili
metody povrchové plasmonové rezonance, stanovili jsme
rovnovazné disociacni konstanty. Tyto vysledky naznacuji, Ze
se PIP2 vaze na TRPMI1-NT s vysokou afinitou. Tato oblast
proteinu obsahuje nékolik bazickych aminokyselin, které
interaguji se zaporné nabitymi fosfolipidy, coz jsme potvrdili
pomoci cilené mutageneze. Technikou cirkuldrniho
dichroismu jsme popsali zmény v sekundarni struktuie
proteinu po navazani ligandu. Vazbu TRPM1-NT/PIP2 jsme
vizualizovali pomoci molekulového modelovani - dokovani
ligandu.

Tato prdce vznikla za podpory grantii GACR 301/10/1159,
GACR 207/11/0717 a GACR - Projekt excelence v oblasti
neurovéd P304/12/G069.
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MOCOVE miRNA JAKO PQTENCIALNi
BIOMARKERY UROTELIALNIHO KARCINOMU
MOCOVEHO MECHYRE
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Urotelidlni karcinom mocového méchyie (UKMM) se
fadi mezi nejcast&j$i maligni onemocnéni urinarniho
systému. BéZné je délen na sval-invadujici (muscle-invasive)
a povrchovy sval-neinvadujici (superficialni) karcinom, ktery
zaujima ptiblizné 80 % vSech pfipadl. Pres relativné vysoky
vyskyt superficidlnich tumorG je urotelidlni karcinom
mocového méchyie asociovan s ¢astou progresi v invazivni
formu, ke které dochazi u vice jak 20 % pripadd. Prestoze
cystoskopie zlstava hlavni technikou v detekci a sledovani
pacienti s karcinomem mocového méchyie, v pripadé
karcinomu in situ nebo pfili§ malé nadorové 1éze miZe byt
malignita lehce piehlidnuta. Tato skutecnost vedla k vyvoji
novych technologii a urinarnich testii, pfesto v soucasnosti
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neni k dispozici dostate¢né senzitivni biomarker, ktery by
odrazel biologické vlastnosti karcinomu a ptipadné umoznil
Casnou detekei relapsu, ktery nastava az u 70 % povrchového
karcinomu. Pozadavkim na takové biomarkery by mohly
vyhovovat mocové mikroRNA (miRNA), které vykazuji
velmi vysokou stabilitu a dobré analytické vlastnosti.

Za pouziti Affymetrix miRNA mikroarrayes jsme
analyzovali expresni profily 1733 miRNA v mocovém
supernatantu 16 pacientt s UKMM (6 invazivni, 5 high-
grade neinvazivni, 5 low-grade neinvazivni), 17 zdravych
kontrol, 10 pacientti s RCC a 4 pacienti s infekci mocového
traktu.  Schopnost  vybranych  mocovych  miRNA
identifikovat UKMM a odlisit jeho jednotlivé formy byla
potvrzena béhem validaéni faze na novém nezavislém
souboru 80 pacientii za pouziti metody qRT-PCR.

Globalni profilovani genové exprese odhalilo sadu 76
miRNA, které byly vyznamné rozdiln¢ exprimovany v mo¢i
pacienti s UKMM (P < 0,01) v porovnani se zdravymi
kontrolami, z toho 64 regulovano zvySené a 12 snizené.
Zaroven tyto miRNA vykazovaly specificitu i pfi srovnani
s dalsimi kontrolnimi kohortami (RCC, infekce). Kromé toho
jsme identifikovali 23 miRNA schopnych rozlisit invazivni a
povrchovou formu UKMM (P < 0,01) a 18 miRNA ,jejichz
exprese umoznila odlisit low-grade a high-grade neinvazivni
formu UKMM (P < 0,01). Nasledna validace na vé&tsi
nezavislé kohorté¢ pacientd vedla k sestaveni sady miRNA
umoziujici s  vysokou specificitou a senzitivitou
diagnostikovat UKMM z mo¢i.

NasSe data ukazala, ze mocCové mikroRNA mohou
slouzit jako senzitivni a specifické biomarkery urotelialniho
karcinomu mocového méchyie a po nezavislé validaci na
prospektivné sbiranych vzorcich by jejich analyza mohla
vhodné navysit senzitivitu standardniho cytologického
vySetfeni.

Tato prace vznikla za podpory IGA MZCR: NT/13860-
4/2012.
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Tato studie se zabyva biofyzikalni charakterizaci
proteinového komplexu fosducinu (Pdc) s jeho vazebnym
partnerem, proteinem 14-3-3. Oba proteiny se nachazi
v sitnici oka a jsou soucasti G-proteinové kaskady pienosu
svételného signalu. Protein fosducin negativné reguluje
prenos signalu tim, ze vaze GPy podjednotku transducinu
a znemoziuje tak jeji reasociaci s Ga podjednotkou. Dojde-li
ovsem k fosforylaci Pdc na dvou jeho serinech (S54, S73),



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 13, 3-44 (2015)

Pdc je vazan proteinem 14-3-3 a tato vazba umozni uvolnéni
Gy podjednotky transducinu a opétovné reasociaci, ¢imz
muize dojit k dalSimu pfenosu signalu.

Pro pifesnéjsi znalost role 14-3-3 pii vazbé s Pdc je
potieba tento komplex detailngji strukturné charakterizovat.
Z nasich studii o fosducinu vyplyva, ze jeho polovina je
strukturovana, ale druhéd polovina je velmi nestrukturovana
a pii vazbé se 14-3-3 dochazi ke slabé strukturalizaci.
S vyuzitim nékolika biofyzikalnich technik (CD, H/D
vyména spojena s hmotnostni spektrometrii, SAXS, NMR
a tryptofanové zhaseni fluorescence) jsme popsali chovani
Pdc pti tvorbé jeho komplexu se 14-3-3. NaSe méfeni
naznacuji, ze Pdc ma tzv. fuzzy charakter, ktery je
charakteristicky pro vnitiné neuspofadané proteiny.

Zajimala nas také dalsi biologicka relevance proteinu
14-3-3 v komplexu. Pfedpokladame, Ze by protein 14-3-3
mohl zpomalovat defosforylaci Pdc. Tato myslenka se
potvrdila v kinetickych studiich defosforylace Pdc fosfatasou
PP1. K zobrazeni fosforylacniho stavu Pdc byla vyuzita
SDS-PAGE obsahujici Phos-Tag.

Tato pvra'ce vznikla za podpory grantii GA CR P305/11/0708,
GA CR P207/11/0455; GA UK 793913 a vyzkumného
projektu RVO 67985823 Fyziologického tistavu AV CR.
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Protein  WrbA (z anglického Tryptophan repressor-
binding protein A) je vysoce zajimavym enzymem
zapojenym do obrany fady organismi pfed oxidativnim
stresem. Piestoze byla v nedavné dob¢ vytesena jeho staticka
tetramerni struktura v rozlideni 1,2 A pomoci rentgenové
krystalografie!, ~dynamické chovani tohoto proteinu
zahrnujici rovnovahu mezi monomerem, dimerem a tetra-
merem zustava nadale pfedmétem zkoumani.

Cilem tohoto projektu bylo strukturné-funkéni studium
enzymu WrbA, zaméfené na objasnéni jeho dynamiky
v roztoku a pochopeni faktortt uréujicich jeho oligomerni
a konformacni stav.
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Studovany protein byl exprimovan v bakteridlnim
systému E. coli a nasledné zkouman pokro¢ilymi technikami
strukturni hmotnostni spektrometrie. Nativni hmotnostni
spektrometrie ve spojeni siontovou mobilitou umoznila
Setrné prevést nekovalentni tetramerni komplex WrbA
zroztoku do plynné faze pii zachovani jeho struktury
a ukazala dramaticky stabilizujici vliv kofaktoru FMN na
protein v jeho tetramerni formé&. Odhalila také pozitivni
mezidoménovy kooperativni efekt, uplatiujici se pii vazbé
molekul FMN na jednotlivé enzymové podjednotky
tetrameru.

Protein byl dale studovan pomoci vodik / deuteriové
vymény a chemického siténi v kombinaci shmotnostni

spektrometrii. Tyto techniky umoznily detailni popis
a strukturni lokalizaci konformacnich zmén
v makromolekule  WrbA v zavislosti na pitomnosti

kofaktoru a na ménicich se podminkach v roztoku.
Zkoumény byly zejména teplota roztoku a koncentrace
studovaného proteinu, urcujici dle vysledkd analytické
ultracentrifugace  jeho oligomerni stav  ovlivnénim
dynamické rovnovahy mezi dimerem a tetramerem.

V kombinaci s po¢itatovym modelovanim poskytly
vyuzité komplementarni techniky hmotnostni spektrometrie
jinak nedostupny novy pohled na redlné chovani tohoto
enzymu V roztoku a nabidly vysvétleni mechanismu jeho
oligomerizace.

Tato prdce vznikla za podpory stipendia od Evropského
konsorcia pro strukturni biologii InStruct, grantii UK

(GAUK 800413, UNCE 204025/2012), GACR
(P207/10/1934),  Czech-US International = Research

Cooperation (ME09016) a Evropskych rozvojovych fondi
(CZ.2.16/3.1.00/24023).
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Hypoxicko-ischemicky izult je jedna z nejcast&jSich
forem poskozeni mozku v perinatdlnim véku spojend
svaznymi  neurologickymi nasledky a komplexem
molekuldrnich procestt vedoucich k masivnimu vylevu
glutamatu, laktatové acidéze a oxida¢nimu stresu. Ackoli
dalezitost glutamatové excitotoxicity ve zralém mozku je
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velmi intenzivné studovéna, jeji mechanimus béhem
perinatalni periody neni Gipln¢ objasnén.

Neuroaktivni steroidy jsou latky steroidni povahy
syntetizované nebo metabolizované de novo Vv mozku,
ovliviiujici mnoho fyziologickych déji. Neuroaktivni steroid
3a5B-pregnanolon  glutamat (PG), synteticky analog
pfirozené se vyskytujiciho 3a5B-pregnanolon sulfatu, je
negativni modulator glutamatovych NMDA receptort
a soudasnd pozitivni modulator GABA, receptorii’. V této
studii  jsme pouzili PG jako latku s moZnym
neuroprotektivnim u¢inkem vedoucimu ke zmirnéni dopada
hypoxicko-ischemického poskozenim.

Fokalni ischemie  byla  indukovand  infuzi
vasokonstriktivniho endothelinu-1 (ET-1; 40 pmol) do
pravého dorsalniho hippokampu u 12dennich mladat
laboratorniho potkana kmene Wistar. Stav mozku 12denniho
mladéte potkana vyvojové odpovida stavu mozku lidského
novorozence. PG vdavce 1 nebo 10mg/kg byl nasledné
intraperitonedlné podédn 5Smin od ukonceni infuze ET-1. Po
aplikaci PG jsme zaznamenali signifikantné redukované
poskozeni pyramidalnich a granularnich bunék v postizeném
hippokampu. Dale podani této latky vedlo k protekci
parvalbumin pozitivnich interneuronti, redukci aktivace
mikroglii a snizené astrogliéze. Vysledky z mikrodialyzi
prokézaly redukované mnozstvi laktatové acidozy a dale také
snizenou produkei reaktivnich forem dusiku. Nase vysledky
potvrzuji neuroprotektivni ucinek PG v pouzitém modelu
fokalni ischemie nezralého mozku.

Tato prace vznikla za podpory grantii GACR P304/12/G069,
P304/14/2016, TACR-TE01020028 a institucioalni podpory
RVO: 679858523.
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EXTRACELLULAR MATRIX HYDROGEL
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TREATMENT
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Spinal cord injury (SCI) often results in a loss of motor
and sensory function as a consequence of the inability of
axons to regenerate across the lesion. To bridge the lesion
and re-establish damaged connections after SCI, modern
biomaterials, hydrogels made from tissue specific
extracellular matrix (ECM), have been prepared and
evaluated in vitro in order to be later implanted in vivo into
the acute model of SCI. We prepared three types of ECM

18

15. Amerika

extracted from porcine brain (BM); spinal cord (SCM) and
urinary bladder (UBM). Mesenchymal stromal cells (MSCs)
from different sources (human bone marrow, human adipose
tissue, human Wharton jelly) were cultured on the ECM
hydrogels and evaluated in vitro in terms of cell adhesion,
proliferation and migration.

ECM scaffolds were prepared by the decellularization
of porcine brain tissue, spinal cord and urinary bladder®.
After decellularization, collagen and glykosaminoglycans in
the scaffolds were evaluated. Cell viability and migration
were evaluated using a WST assay and xCELLigence
system.

In an in vivo study, a hemisection was performed at the
Th8 level, and SCM and UBM hydrogels were acutely
injected into the spinal cord defect and allowed to gelate in
situ. The effects were evaluated via histological analysis and
real-time gPCR.

The structure of ECM hydrogels was similar to that of
the native ECM (Fig.1A). In terms of composition, BM ECM
contained the highest amount of sulphated glycosamino-
glycans, while UBM ECM contained the highest amount of
collagen (Fig. 1B). All types of ECM hydrogels supported
the proliferation of MSCs which was comparable with cell
proliferation on tissue culture plastic (Fig. 2). All type of
ECM hydrogels also promoted MSC migration (Fig. 3).

In vivo, SCM and UBM hydrogels integrated into the
host tissue and stimulated neovascularization and nervous
tissue ingrowth into the lesion. No significant differences
were found between SCM and UBM hydrogels with regards
to ingrowth of neurofilaments and blood vessels at all
observed time points.

ECM hydrogels were biocompatible, promoted cell
proliferation in a similar way as TCP and revealed

chemotactic properties. Both ECM hydrogels modulated the
innate immune response and provided the benefit of a
stimulatory substrate for in vivo neural tissue regeneration. In
conclusion, ECM scaffolds are a promising material for the
repair of injured neural tissue.

GAG  Coll
[ug/mg]  [ug/mg]

1,7 26,5
3,3 26,6
2 38,7

Fig. 1. SEM image of ECM from porcine urinary bladder (A).
Content of sulphated glycosaminoglycans and collagen in ECM

(B)
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Fig. 2. Proliferation of human bone marrow MSCs on three types of
ECM hydrogels and tissue culture plastic (TCP)
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Fig. 3. Comparison of human bone marrow MSC migration towards
ECM hydrogels, medium (neg. CTRL) and positive chemoattractant
stromal-derived factor 1 (SDF-1)

This project was supported by GAUK
TG 01010135, LO1309 of the MEYS CR.

1846214,
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ENANTIOME’RNI' SEPARACE NOVYCH
SYNTETICKYCH DROG: MODA NEBO NUTNOST?

MICHAL KOHOUT? DENISE WOLRAB?,
WOLFGANG LINDNER®

aUstav organické chemie, VSCHT v Praze, 166 28 Praha 6,
Katedra analytické chemie, Univerzita Viden,
WiihringerStrasse 38, A-1090 Vider
michal.kohout@vscht.cz

Nelegalni psychofarmaka tzv. nové syntetické drogy
v poslednich letech zaplavuji evropsky trh'. Tyto latky jsou
vétSinou prodavany na internetu a na cerném trhu jako
koupaci soli ¢i ,hnojiva pro kvétiny*. Vyznamnou c&ast
nelegalniho trhu zaujimaji syntetické kathinony, analoga
pfirodniho B-ketoamfetaminu, ktery je pfitomen v listech
rostliny Catha edulis.

Obdobné jako amfetaminy, fadi se kathinony mezi
sympatomimetika zplsobujici tachykardii ¢i hypertenzi,
aviak zarovei s tim vyznamng ovliviiuji psychiku uZivatele®,
Mezi nejrozsifenéjsi zastupce dostupné na ¢erném trhu patii
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mefedron a methylon, které jsou od pocatku nového tisicileti
spojovany s mnozstvim nahlych umrti uzivateld po celé
Evrop&®*.

Nové syntetické drogy jsou vétSinou prodavany jako
smési riznych latek, coz jednak znesnadiiuje policejnim
a celnim ufadtim analyzu zabavenych latek a zaroven nabizi
Siroké moznosti pro studium novych latek snezndmym
potencialem. Vzhledem k tomu, Ze rizné enantiomery téze
latky mohou v chiralnim prostiedi zivého organismu pisobit
zcela rozdilnym mechanismem, enantiomerni separace téchto
slou¢enin a nasledné zhodnoceni biologické aktivity
jednotlivych ~ enantiomert. by  mohlo  poskytnout
farmaceuticky zajimavé substance®. Cilem prezentované
studie je tedy separace enantiomerl novych syntetickych
drog a charakterizace jejich ucinkd a ucinku jejich
enantiomert na zivé organismy.
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INTRAMOLEKULARNI ENYNOVE METATEZE

VIOLA KOLARIKOVA, JAROSLAV KVICALA

VSCHT Praha, Technicka 5, 16628 Praha 6
kolarikv@vscht.cz

Enynovd metateze je nové vyvinutd transformace
umoziujici syntézu 1,3-dienli z pomémé jednoduchych
prekurzorti za mirnych podminek. Tyto latky potom mohou
slouzit jako prekurzory pro cykloadice, vedouci az
k ptirodnim produktim a jejich analogim. Pfestoze jsou
enynové metateze ze syntetického hlediska velmi zajimavé,
nebyly doposud dostatené prozkoumany a v této oblasti
z8stava mnoho rozpord a nezodpovézenych otazek™?.

R’ R
/L\ R? Katalyzator » O\%\ R2
X R

R

Schéma 1. Intramolekuldrni enynova metateze

Enyny, dienyny a endiyny mohou potencialné slouzit
jako substraty pro intramolekularni enynové metateze.
Abychom mohli testovat jejich reakce, pfipravili jsme
nejprve skupinu modelovych dienynti a endyini. Na téchto
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latkach jsme nasledné testovali jejich schopnost reagovat
V ramci enynovych metatezi (Schéma 2).

OH = O/\
g~ Mg, by, THF B
r 2) Akrolein | || NaH, Ety, THE || |
67 % 27 % 1
o
— Mg, I, HgCl,, il
Br HCOOEt, Et,0 NaH, Etyl, THF
71 % H H 70 % H H
2
o
o O/\\\ &
S B B I
Y Dienyn 1 Endiyn 2

Schéma 2. Syntézy a metateze dienynu 1° a endiynu 2
Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR ¢& 207/10/1533.
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PLEIOTROPNA ULOHA FGF2 V STROME
MLIECNEJ ZLAZY

ZUZANA KOLEDOVA?, ALES HAMPL?

Masarykova univerzita, Lékarskd fakulta, Ustav histologie a
embryologie, Kamenice 753/5, 625 00 Brno
koledova@med.muni.cz

Signalizacia prostrednictvom fibroblastovych rastovych
faktorov (FGF) hra kla¢ova tulohu v regulacii vyvinu
cicavcov od najskorSich embryondlnych §tadii az do
dospelosti. Okrem inych funkcii, signalizdcia FGF
sprostredkuje epitelovo-stromalne interakcie, ktoré su
nevyhnutné pre spravne formovanie organov a homeostazu.
V mlie¢nej zl'aze signalizacia FGF reguluje vetvenie epitelu
a funkciu epitelovych kmenovych buniek. Avsak uloha
signalizacie FGF v strome mlie¢nej zlazy nebola dosial
prestudovana.

Nase vysledky ukazuju, ze signalizacia FGF je funkcéna
v primarnych fibroblastoch mlie¢nej zlazy a je
sprostredkovana receptorom FGFR1c. Osetrenie fibroblastov
faktormi FGF2, FGF7 a FGF10 aktivuje naslednt
signalizaénu kaskadu prostrednictvom MAPK a expresiu
cielovych génov. Avsak spomedzi tychto faktorov len FGF2
zvySuje proliferaciu, migraciu a matrix-remodelacnu aktivitu
fibroblastov. Naviac, signalizdcia FGF2 indukuje dosial
nepopisany invazivny fenotyp fibroblastov. Nas unikatny 4D
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organotypicky model mlie¢nej zlazy ukazuje, Ze tento
invazivny fenotyp je vyvolany epitelom, pravdepodobne
prostrednictvom epitelom produkovaného amfiregulinu,
a predstavuje ,,vyvojovo aktivovanu“ formu fibroblastov,
ktora reguluje procesy vetvenia epitelu mliecnej zl'azy.

Nase vysledky odhal'uji nové procesy regulacie vyvoja
a homeostazy organov, ktorych deregulacia moze viest
k vzniku nadorov.

Tato prdaca byla podporend z projektu ,,Zaméstnanim
nejlepsich mladych védcii k rozvoji mezindrodni spoluprace
(CZ.1.07/2.3.00/30.0037),  ktory je  spolufinancovany
Eurdpskym socidlnym fondom a tatnym rozpoctom Ceskej
republiky.

STRUKIURNi STUDIE ENZYMU KVASNICNE
NEUTRALNI TREHALASY A JEHO KOMPLEXU
S PROTEINEM 14-3-3

MIROSLAVA KOPECKA®", PETR MAN’, ZDENEK
KUKACKA®, VERONIKA OBSILOVA®

aF yziologicky ustav AV CR, v.v.i., 142 20 Praha 4,
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Enzym neutralni trehalasa (Nthl, EC 3.2.1.28) pfiroze-
né se vyskytujici v kvasinkdach rodu Saccharomyces
cerevisiae hydrolyzuje neredukujici disacharid trehalosu,
kterd v mnoha nejrtiznejs$ich organismech slouzi jako zasobni
sacharid a univerzalni ochrana vici stresu. Aktivita Nthl je
zvySovana vazbou proteinu 14-3-3 na fosforylovanou formu
enzymu. K regulaci aktivity také prispiva vazba Ca®" na tzv.
EF-}lland motiv nachazejici se v Ca-vazebné doméné Nthl
(cit.”).

Pomoci nativni polyakrylamidové gelové elektroforézy
a analytické ultracentrifugace bylo potvrzeno, ze proteiny
14-3-3 tvoii stabilni komplexy s enzymem Nthl. Pro

objasnéni struktury samotné Nthl a jejiho komplexu
s proteiny 14-3-3 byly pouzity metody cirkularniho
dichroismu, H/D vyména spojend s hmotnostni

spektrometrii, chemické zesitovani? a malotGhlovy rozptyl

RTG paprski (SAXS)®. Soub&ng s témito experimenty je
provadéna proteinova krystalografie samotné Nthl i jejiho
komplexu s kvasni¢nym proteinem 14-3-3.

Struktura s nizkym rozliSenim odhalila, Ze oblast Nthl
obsahujici EF-hand motiv tvofi samostatnou doménu, ktera
interaguje jak s proteinem 14-3-3, tak s katalytickou
trehalasovou doménou Nthl. Bylo prokazano, Ze integrita
EF-hand motivu je kli¢ova pro aktivaci Nth1 prostfednictvim
proteinti 14-3-3 a vazbu Ca®, ktera viak neni pro aktivaci
Nth1 nutna. Ziskana data napovidaji, ze Ca-vazebna doména
funguje jako prostfednik, skrze kterého protein 14-3-3
moduluje funkci katalytické domény Nthl. Tyto zmény
pravdépodobné usnadnuji piistup substratu do aktivniho
centra enzymu®,

Piedlozena studie komplexu proteinu 14-3-3 s plné
aktivnim enzymem Nthl poskytuje strukturni pohled
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na aktivaci Nthl, ktery mize slouzit k porozuméni procesu
regulace aktivity Nthl stejné tak jako k pochopeni ulohy
proteinti 14-3-3 v regulaci dalSich enzymi.

Tato prace vznikla za podpory grantit GA UK 644313 a GA
CR P207/11/0455.

LITERATURA

1. Veisova D., Macakova E., Rezabkova L., Sulc M.,
Vacha P., Sychrova H., Obsil T., Obsilova V.: Biochem.
J. 443, 663 (2012).

2.  Macakova E., Kopecka M., Kukacka Z., Veisova D.,
Novak P., Man P., Obsil T., Obsilova V.: Biochim.
Biophys. Acta. 1830, 4491 (2013).

3. Kopecka M., Kosek D., Kukacka Z., Rezabkova L.,
Man P., Novak P., Obsil T., Obsilova V.: J. Biol. Chem.
289, 13948 (2014).

FOSFONATOVE A FOSFONOTHIOATOVE
OLIGONUKLEOTIDY PRIPRAVENE Z (H)-
FOSFINATOVYCH MONOMERU

ONDREJ KOSTOV, IVAN ROSENBERG

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., 166 10
Praha 6
kostov@uochb.cas.cz

Castedné nahrazeni fosfodiesterovych vazeb v oligo-
deoxynukleotidech fosfonatovym C3'-O-P-C-O-C5" uskupe-
nim vedlo k vyrazné stimulaci aktivity RNasy HI1,2
avpiipadé 2'.5' oligoadenylati k zachovani vlastnosti
agonistii RNasy L3. Uginna a rychla syntéza latek s P=S
uspofadanim je vyzvou pro vypracovani metod analogickych
s H-fosfonatovou, fosfotriesterovou a fosforamiditovou
metodou.

Nukleosidfosfinaty 1 byly pfipraveny alkylaci
nukleosidu 2 syntonem4 3 (Schéma 1). Monomer 1 byl
inkorporovan do oligomeru a vzniklé vazby byly po syntéze
oxidovany na P=0 nebo P=S uspotadani.

o
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3
H C\P\)/OH
+ HTY 20 ?.x
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HO B o. B H HO™' ™
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O O
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v X=0,8 R
Schéma 1
E,OH l\SD\,OH E E,OH
SN oY
O — o — O
O 4aX=s
T OowmTr ODMTr X0 Gomrr
Schéma 2
Pro pfipravu fosfonothioatovych oligomert
fosfotriesterovou metodou s definovanymi P=S a P=0
pozicemi jsme vyvinuli monomery typu 4a, které

v kombinaci sjiz znamymi typy 4b (Schéma 2) zarucuji
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spravnou sekvenci fosfonatovych a fosfonothioatovych
internukleotidovych vazeb.

Support by the grant 13-26526S (Czech Science Foundation)
and project RVO: 61388963, is gratefully acknowledged.
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ENANTIOSELECTIVE ALLYLATION OF
a,8,7,6-UNSATURATED ALDEHYDES:
SYNTHESIS OF (R,S)-(+)-PTEROENONE

PETR KOUKAL, MARTIN KOTORA

Department of Organic Chemistry, Faculty of Science
Charles University in Prague, Hlavova 8, 123 43, Praha 2
kotora@natur.cuni.cz

Asymmetric allylation (R = H) of aldehydes is a well-
established reaction yielding homoallylic alcohols in high
yields and enantiomeric excess up to 99 % ee’. Unlike
various aromatic aldehydes a,f,y,5-unsaturated aldehydes |
have received considerably less attention. Although the
scaffold of alcohol 11 occurs within many natural products,
enantioselective crotylation (R = Me) has not been reported
for these substrates at all.

/
Me Me M~ TR Me Me R
Me. — > Me A~ =
CHO Chiral catatylst
| R=H, Me y ©oH
up to 96 % ee
4 steps Me Me Me
T, Me A~ Me
- Y
OH O

lll, (R,S)-(+)-pteroenone
>95 % ee, >20 /1 dr
Scheme 1. Enantioselective allylations and crotylations of dienal
I and consecutive synthesis of (R,S)-(+)-pteroenone

A comparative study of enantioselective allylation and
crotylation of I using different protocols was undertaken.
Reactions in presence of chiral catalysts (Lewis acids, Lewis
bases? or Brensted acids) or chiral allylation reagents were
carried out. Alcohol Il was isolated in good yields and
moderate to very good enantioselectivities up to 96 % ee.

The developed procedure of asymmetric crotylation
was applied for a synthesis of (R,S)-(+)-pteroenone Ill,
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a defensive metabolite isolated from Arctic pteropod Clione
antarctica.

This work was supported by grants from Ministry of
Education, Youth, and Sports (MSM0021620857) and the
Czech Science Foundation (P207/11/0587).
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MITQCHQNDRIALNi PROTEIN TMEM70:
KLICOVA ROLE VE SKLADANI ATP SYNTASY
POTVRZENA V MYSIM KNOCKOUT MODELU

JANA KOVALCIKOVA?® MAREK VRBACKY? HANA
NUSKOVA? KALLAYANEE CHAWENGSAKSOPHAK®,
INKEN BECK®, RADISLAV SEDLACEK®, PAVEL
HOZAK", DAVID SEDMERA?, JOSEF HOUSTEK?
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TMEMT70 je transmembranovy protein lokalizovany ve
vnitini mitochondridlni membrané. Zde se podili na sestavo-
vani eukaryotické ATP syntasy, ktera je hlavnim producentem
ATP v bunkach. Mutace vgenu TMEM70 zplsobuji u
pacienti izolovany defekt ATP syntasy, ktery casto vede
k fatalni neonatalni mitochondrialni encefalokardiomyopatii.

Abychom zjistili funkci TMEM70 proteinu, vytvofili
jsme Tmem70 knockout mysi pomoci technologie embryo-
nalnich kmenovych bunék. Zatimco heterozygotni (+/-) mysi
se vyvijely normalné, homozygotni knockout (-/-) embrya byla
vyrazné retardovana a umirala v prubéhu zarode¢ného vyvoje
okolo E9.5. Detailngjsi morfologicka analyza -/- embryi
ukdzala ve srovnani s kontrolnimi (+/+) opozdény vyvoj
kardiovaskularniho systému. Pomoci elektronové mikroskopie
jsme rovnéz pozorovali naruSené mitochondridlni kristy.
Modra nativni elektroforéza demonstrovala u -/- embryi
izolovany defekt ATP syntasy: mnozstvi plné slozeného F;Fo
komplexu bylo snizeno na 20 % hladiny +/+ embryi a doslo
k akumulaci F; subkomplexu ATP syntasy. Tento vysledek se
podoba defektu ATP syntasy u fibroblast lidskych pacientd.
Srovnani dospélych +/- a +/+ mysi neukdzalo zadné
signifikantni rozdily v mnozstvi komplexti respira¢niho
fetézce, spotiebé kysliku, slozeni ATP syntasy ani
hydrolytické aktivité¢ ATP syntasy.

Nase prace jako prvni ukazuje u experimentalniho
zvifeciho modelu, ze deficit Tmem70 genu u mysi ma letdlni
nasledky, které rekapituluji defekt TMEM70 genu u lidi.

Tato prdce vznikla za podpory grantii GACR P303/11/0970
a 14-36804G a grantu GAUK 726214.
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ZTRATA TUSC3 ZVYSUJE TUMORIGENICITU
OVARIALNICH NADOROVYCH BUNEK IN VIVO
A INDUKUJE STRES ENDOPLAZMATICKEHO
RETIKULA A EMT
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Ovaridlni karcinom je jednou z nejcastéjSich gyneko-
logickych malignit u zen a patou nejcastéjsi pficinou umrti na
onkologické onemocnéni’. Mezi hlavni pticiny vysoké
umrtnosti na nadory ovarii patii nedostatek ¢asnych klinickych
projevit a s tim spojend pozdni diagndza, rezistence ke
konven¢nim terapiim a nedostatek spolehlivych prediktivnich
biomarkerti. Tumor suppressor candidate 3, dale jen TUSC3,
byl identifikovéan jako mozny nadorovy supresor u ovarialniho
karcinomu a bylo zjisténo, Ze jeho epigentické umlceni
koreluje s negativni prognézou pacientek a zdrovenn zvysuje
proliferaci a migraci bungk in vitro?. TUSC3 se nachézi na
membrané drsného endoplazmatického retikula (ER) jako
soucast oligosaccharyltransferasového komplexu, ktery se
vyznamné podili na finalizaci N-glykosylace noveé
syntetizovanych proteini v ER. Pfestoze je TUSC3 silnym
prediktorem  malignity onemocnéni a  potencidlnim
terapeutickym nebo diagnostickym cilem, jeho molekularni
role v mechanismu nadorové transformace ¢i  biologii
ovarialnich nadorovych buné€k neni zdaleka objasnéna.

V této praci jsme potvrdili roli TUSC3 jako nadorového
supresoru in vivo pomoci modelu xenografti nadora v mysich
a identifikovali jsme mozny mechanismus zvySujici maligni
potencidl ovaridlnich nadorovych bunek se snizenou expresi
TUSC3. Na morfologické i molekularni urovni jsme prokazali,
ze snizena hladina TUSC3 pfispiva k manifestaci stresu ER a
jeho adaptivni odpovédi a podili se také na indukei tzv.
epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT), coZz je proces
podilejici se na invazivit¢ nadoru, angiogenezi a rezistenci
Kk chemoterapiim.

Tato préce vznikla za podpory grantu MSMT CR (NT13573-
4/2012), Grantové agentury MU (MUNI/M/1050/2013,

MUNI/A/1014/2013 a MUNI/A/1558/2014) a  projekti

FNUSA-ICRC  (CZ.1.05/1.1.00/02.0123) a HistoPARK

(CZ.1.07/2.3.00/20.0185).
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STUDIUM S-NITROSOG LUTATHIONREDUKTASY
Z. ROSTLINNEHO PATOGENA Phytophthora infestans
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S-Nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je klicovym
regulatorem S-nitrosylace ve vyvoji rostlin a jejich odpovédi
na abiotické a biotické stresové faktory. GSNOR také
reguluje  detoxifikaci  endogenniho a  exogenniho
formaldehydu a podobné jako u zivocicht se predpoklada
role GSNOR v ochrané proti nitrosaénimu stresu. Rozdily
v organové lokalizaci enzymu poukazuji na moZzZnost
zapojeni GSNOR v obrannych mechanismech rostlin
Vv pribéhu patogenese a s ni spojené systémové odezvy.

Ackoliv. GSNOR a jeji pfislusné geny byly jiz
charakterizovany u lidi, Arabidopsis thaliana nebo rajcete
(Solanum lycopersicum, SIGSNOR)?, v nasi studii jsme se
zamétili na studium GSNOR z rostlinného patogena, a to
oomycety Phytophthora infestans (PiGSNOR). P. infestans
je pivodcem chorob plisné bramboru a rajcete ovliviujici
vynos a trzni kvalitu plodd. Ziskané vysledky poslouzi
k lep§imu pochopeni vyznamu S-nitrosylace a tlohy GSNOR
nejen u patogena, ale i u hostitelské rostliny béhem riznych
stadii patogenese Phytophthory.

Gen pro PiGSNOR (GenBank XM_002998982, 1160
bp) byl naklonovan do pCDFDuet-1 vektoru a exprimovan
v T7 E. coli pro produkci proteinu s histidinovou kotvou. Pro
detailni studium reakce a specificity GSNOR byla provedena
mistn fizend mutageneze PiIGSNOR a SIGSNOR!. Po
uspésné expresi a purifikaci proteinit jsme se zaméfili na
strukturné-funkéni  studie.  Porovnanim  proteinovych
sekvenci PIGSNOR vykazuje 67% shodu s lidskou GSNOR
(EMBL M30471) a 63% identitu s SIGSNOR (GenBank
GU296438). Ziskané kinetické parametry i termodynamicka
studie pomoci isotermalni titraéni kalorimetrie ukazuji
NADH jako preferovany kofaktor. GSNOR vykazuje Sirokou
substratovou specificitu. Pro WT 1 jeji mutanty se vSak jevi
S-nitrosoglutathion jako nejvhodnéj$i substrat, i kdyz
srozdilnou aktivitou a rychlosti reakce. Metodou biotin-
switch jsme detekovali S-nitrosylované proteiny bun&¢ného
extraktu z P. infestans a identifikovali je hmotnostni
spektrometrii. Detailni charakterizace PiGSNOR a jejich
mutantl poslouzi k porozuméni mechanismiim interakce
mezi rostlinnymi patogeny a jejich hostiteli.

Podpoieno grantem MSMT CR LH11013.
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V OTEVIRANI KANALU NMDA RECEPTORU

MAREK LADISLAV?, ALES BALIK?, JAN KRUSEK?,
JIRi CERNY®, LADISLAV VYKLICKY?

aFyziologick)} ustav AV CR, v.v. i., 142 20 Praha;
bBioz‘echnologicky ustav AV CR, v.v.i., 142 20 Praha 4
marek.ladislav@fgu.cas.cz

Ionotropni  glutamatové receptory (iGluR) jsou
zodpovédné za excitacni synapticky pfenos v CNS.
Farmakologicky a funkéné lze odlisit nékolik podtypd iGluR
— aMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropano-
vy), kainatovy, NMDA (N-methyl-D-aspartatovy) a & recep-
tor. Hlavni funkéni rozdily mezi jednotlivymi typy iGluR
jsou ve zpusobu aktivace jejich kanalu. Molekularni podstata
procesu otevirani glutamatového iontového kanalu neni vSak
doposud zcela objasnéna.

Glutamatové receptory jsou heteromery, které maji
identickou doménovou organizaci. iGluR jsou lokalizovany
na bunécné membrané. Na extracelularni strané se nachazi
aminoterminalni doména, na kterou navazuje ligand vazajici
doména (LBD), jez je dale spojena s transmembranovymi
helixy (TMD) tvoficimi vlastni iontovy kandl. Na
intracelularni strané je pak rizné dlouha karboxyterminalni
doména. LBD a TMD domény jsou propojeny tfemi
kratkymi polypeptidovymi fetézci tzv. linkery. Nejbéznéji se
vyskytujici NMDA receptor se sklada ze dvou obligatornich
glycin vazgjicich (GluN1) a dvou glutamat vazajicich
podjednotek (GIuUN2A-D).

Zakladni ptedstava mechanismu otevirani iontového
kanalu predpoklada vazbu ligandu do jeho vazebného mista
v LBD, po které nasleduje konformacni zména LBD branici
disociaci agonisty. Tato konformaéni zména se dale $ifi
smérem k transmembranovym helixim, kde vyvola vlastni
otevieni kanalu. Soucasné poznatky ukazuji na regulacni
ulohu linkerd pfi pfevodu konformaéni energiec z LBD na
iontovy kanal.

Z tohoto divodu studujeme vliv centralniho linkeru
M3-S2 na proces otevirani kandlu. Pomoci zmén
v aminokyselinovém slozeni linkeru jsme prozatim nalezli
specifickou oblast na podjednotce NRI1, kterd pokud je
odstranéna, navozuje v nepfitomnosti agonisty otevieny stav
receptoru a napodobuje tak otevieni kandlu po navazani
agonisty. Podjednotka NR2 podobnou funéni zménu
nevykazuje. Z vysledki vyplyva, ze specifické strukturni
vlastnosti linkert NR1 maji zasadni vliv na otevirani kanalu
NMDA receptoru. Domnivame se, ze u linkeru podjednotky
NR1 se jedna o princip mechanického propojeni vazebného
mista a vratek iontového kandlu a Ze pravdépodobné
specifické zkraceni fetézce linkeru napodobuje konformacéni
zménu vyvolanou uzavienim obsazené¢ho vazebného mista.
Regulaéni funkce linkeru podjednotky NR2 je zatim nejasna
a nejspiSe souvisi s odliSnou geometrii obou linkerd, jak ji
naznacuje i molekularni model.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR P304/12/G069.
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ABC transportéry (ABC-t) jsou aktivni transmembra-
nové pumpy vyskytujici se ve vétSiné tkani napfi¢ celou
zivociSnou fisi. Transportéry ABC B1, ABC C1 a ABC G2
jsou spjaty s mnohocetnou lékovou rezistenci diky jejich
schopnosti chrénit rakovinné buiiky ptfed protinadorovymi
1écivy’. Tyto transportéry jsou rovndZ vysoce exprimovany
U kmenovych bun¢k a kromé chemoterapeutik maji velmi
siroké spektrum fyziologickych substrati?.

V pribéhu diferenciace dostavaji kmenové buiky
mnoho endogennich i exogennich podnéti. ABC-t mohou
ovliviiovat dostupnost a koncentraci téchto signala a i cel-
kové slozeni blizkého okoli kmenové bunky a tim
pravdépodobné modulovat jeji zivotni faze.

Abychom tuto hypotézu ovéfili, sledujeme efekt
modulace aktivity ABC-t u mySich embryonélnich (ES)
aneuralnich (NS) kmenovych bunck ziskanych z mozkl
ruzné starych embryi nebo vzniklych fizenou diferenciaci
z ES bungk. Nové jsme ukazali vyznamné zvysenou expresi
ABC C1 u populaci bohatych na NS bunky. Zaujalo nas, Ze
inhibice transportni funkce ABC C1 (inhibitor MK 571,
3 uM, 48 h) u neurosfér vede k poklesu fenotypu typického
pro kmenovou butiku a indukuje diferenciaci v neuralnim
sméru (obr. 1.). Stejné tak plsobi panspecificky inhibitor
Verapamil (3 uM, 48 h), ale po ptisobeni inhibitoru ABC G2
(Fumitremorgin C, 3 uM, 48 h) tyto zmény nepozorujeme.
Neuralni diferenciaci také potvrzuji vysledky z qRT-PCR
a imunocytochemickych analyz. V soucasné dob¢ se snazime
tato pozorovani potvrdit s vyuzitim siRNA proti ABC C1
ataké tyto vysledky korelovat s expresi ABC Cl na
neuralnich bunikdch v CNS.

g

e . . 3 i
Obr. 1. Neuralni diferenciace navozena inhibici ABC C1
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ROZTOKU POLYSTYRENU PRI OSCILACNICH
SMYKOVYCH TESTECH S VELKOU AMPLITUDOU
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Polymerni nanokompozity nabizeji ve srovnani
s konvenénimi  kompozity dosazeni lepSich uzitnych
vlastnosti pii velmi nizkych objemovych podilech plniva
diky zvysenému vlivu specifickych interakci mezi ¢asticemi
a fetézci v disledku velkého specifického povrchu
nanoplnival. Agkoliv se tyto materidly uplatiiuji ve stale se
rozSifujici Skale aplikaci, fundamentilni vztahy mezi
procesnimi vlastnostmi, vnitini strukturou a makroskopic-
kymi vlastnostmi zatim nebyly uspokojivé popsany. Podle
simulaci existuji ¢tyfi zakladni druhy uspofadani nanocastic
v polymerni matrici, pticemZ kliCovymi parametry uréujicimi
potencialové pozadi s pfimym vlivem na vysledny disperzni
stav jsou povrchova sila mezi polymerem a ¢astici v kontaktu
a prostorovy dosah piitazlivosti &astic?.

Polymerni nanokompozity na bazi polyhedralnich
oligomernich silsesquioxanti (POSS) piedstavuji vhodny
modelovy systém pro vyzkum zakladnich vztah spojujici
anorganické oxokfemilité jadro s organickymi funkénimi
skupinami na povrchu, nebot POSS jsou chemické
slouceniny s definovanou strukturou, zmeéna jejich funkénich
skupin umoziuje pfizplisobovat silu specifické interakce
anavic se obvykle jedna o netékavé a malo toxické latky bez
zapachu. Na suspenzich systémt PS/oktafenyl-POSS (0,1;
1,0 a 10 hm.%) a PS/oktamethyl-POSS (1,0 hm.%) v toluenu
byla zkoumana komplexni rheologie v oscilacnim smyku
s velkou amplitudou (LAOS), pfi¢emZ v rozmezi deformace
0,01-5000 % byly nalezeny tfi oblasti s riznym vlivem
POSS na viskoelastické chovani. Pfedpokladame, ze nizké
koncentrace atraktivnich OP-POSS dévaji v oblasti stfedné
velké amplitudy deformace vzniknout tuhym strukturdm,
zatimco vyssi koncentrace OP-POSS a méné afinni OM-
POSS zistavaji spiSe nezucastnéné, pusobici hydrodyna-
mickymi silami jako defekty na strukturu PS. Zavéry byly
podpoteny termomechanickymi vysledky z pevné faze.

Tato prdce vznikla za podpory projektu Evropské komise
CEITEC ¢islo CZ.1.05/1.1.00/02.0068.
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Metateze alkenti, moderni metoda ziskavani dvojné
vazby na pfesné definovaném misté v molekule, se casto
vyuziva v gumarenském ¢i farmaceutickém pramyslu.
Nevyhodou bézné pouzivanych rutheniovych katalyzatort je
jejich komplikovana separace z reakéni smési. Zavedenim
polyfluor/perfluoralkylovych nebo polyfluor/perfluoroxa-
alkylovych fetézci do molekuly Hoveydova-Grubbsova
katalyzatoru 1lze svyhodou vyuzit separacnich technik
fluorové chemie (ve smyslu fluorous chemistry)?.

Ve své praci jsem se zabyvala modifikaci komeréniho
Hoveydova-Grubbsova katalyzatoru 2. generace a také jeho
bis(polyfluoralkylované)  varianty pfipravené v na$i
laboratoii® a ziskala jsem dva nové rutheniové komplexy 4,5,
které nesou racemické polyfluoroxaalkanoatové ligandy.

. KOH
C4F7-O—CHF-COOH ~————— GC3F;~O-CF=CF,
2 MegN*OH- 1
R R
—
CH,Cly, 1, tma /@N Nb\
C4F7-0-CHF-COOAg — > \OOCCHFOC3F7
R E C3F7OCHF000—RU-?<
C|—Ru—
b 4R=H, 97%
5R = CgF13CH,CH,, 88 %
Dale jsem se zabyvala rezoluci racemické

polyfluoroxakarboxylové kyseliny 2, prekurzoru pro syntézu
chiralnich analogi pfipravenych komplext, které by bylo
mozno vyuzit pro enantioselektivni metateze alkenti. Reakci
kyseliny 2 s (-)-mentholem jsem pfipravila diastereomerni
estery, které jsem separovala sloupcovou chromatografii.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GACR (reg. ¢.
207/10/1533).
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Enzymy jsou pfirodni biokatalyzatory s velkym
potencidlem  pro biotechnologické aplikace. VétSina
pfirodnich enzymi vSak neni schopna snaset naro¢né reakeni
podminky, jako je vysoka teplota, extrémni pH nebo
piitomnost organickych rozpoustedel, které jsou casto
v prumyslovych aplikacich vyzadovany. Stabilizace enzymi
vici extrémnim podminkam spolu se soucasnym zachovanim
jejich aktivity tak v poslednich desetiletich reprezentuje
jeden z dulezitych cili proteinového inZenyrstvi, zejména
kvili Casto pozorovanému kompromisu mezi aktivitou
a stabilitou enzymil. V této praci byla modifikovana diive
zkonstruovana varianta halogenalkandehalogenasy DhaA
s vysokou teplotni stabilitou a rezistenci vii¢i organickym
solventim?, ale nizkou aktivitou, s cilem vylepsit aktivitu
enzymu s udrzenim jeho vysoké stability. Stabilizace
enzymu bylo dosazeno vnesenim 4 objemnych a hydro-
fobnich aminokyselin do vstupniho tunelu, spojujiciho
zanofené aktivni misto enzymu s okolnim prostiedim.
Modifikaci doslo k posileni intra-molekularnich hyrofobnich
interakci v Gsti vtupniho tunelu, které zabranovaly vstupu
denaturujicich molekul organického rozpoustédla dovnitf
enzymu a soucasné zpusobily pokles enzymové aktivity.
Saturaéni mutagenezi 2 ze 4 pivodné mutovanych
aminokyselin ve vstupnim tunelu DhaA doslo k identifikaci
nové jednobodové varianty (F176G), vykazujici 32x vySsi
aktivitu v pufru a 10x vy$$i aktivitu v pfitomosti DMSO,
V porovnani s puivodni variantou, pii zachovani vysoké
stability?. Strukturni analyza a po¢itatové simulace odhalily,
7ze nové vnesena mutace F176G rozsifila Gsti vstupniho
tunelu a soucasné zvysila flexibilitu sekundarnich elementt
tvoficich stény ptistupového tunelu, ¢imz doslo k nardstu
enzymové aktivity. Zbyvajici tfi mutace ve vstupnim tunelu
udrzuji pivodni stabilitu enzymu. Zavérem lze konstatovat,
ze kiehké rovnovnahy mezi stabilitou a aktivitou enzymu 1ze
dosahnout zdokonalovanim velikosti vstupu a dynamiky
transportnich tuneld spojujicich zanofena aktivni mista
enzymu s okolnim prostiedim.
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INTERAKCE STEVIOLU SE ZVOLENYMI
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Pfirodni sladidlo steviosid patfi k nejvice zastoupenym
diterpenoidnim glykosidim v rostling¢ Stevia Rebaudiana
Bertoli. Steviosid je pfeméiiovan v gastrointestinalnim traktu
na steviol, ktery pak pfechazi pfes membranu intestinalnich
bundk®. Cilem této studie bylo zkoumat interakce steviolu
(schéma 1) s efluxnimi transportéry BCRP (Breast cancer
resistance protein) a P-gp (P glykoprotein), které jsou
exprimovany v lidském gastrointestinalnim traktu. Dal§im
cilem bylo studovat potencialni interakce steviolu
s trimethoprimem.

Studie byly provedeny na MDCK II bunkéch stabilné
exprimujicich zkoumané transportéry. V kompetitivnich
inhibi¢nich studiich na MDCK II buikach stabilné
exprimujicich BCRP nebo P-gp byl pouzit standardni
substrat Hoechst 33342. Na stejnych bunéénych modelech
byly nasledné provedeny testy cytotoxicity, ve kterych byl
studovan i transport steviolu pies testované transportéry
a posuzovana mozna interakce steviolu s trimethoprimem.

V  kompetitivnich inhibi¢nich studiich interagoval
steviol s P-gp i BCRP a inhiboval eflux substratu Hoechst
33342 z transfekovanych bunék. Pti testech cytotoxicity mél
steviol podobny toxicky vliv na buriky transfekované P-gp i
na buriky kontrolni. Signifikantné niz§i cytotoxicky vliv
steviolu byl vSak pozorovan v buikach transfekovanych
transportérem BCRP. Steviol zvySoval cytotoxicitu
trimethoprimu v bufikach transfekovanych P-gp.

Tato pilotni studie naznacuje, ze steviol mize plisobit
jako inhibitor P-gp a inhibitor/substrat BCRP. V hladinach,
které se mohou fyziologicky vyskytnout ve stievé po
perordlnim podani, miize byt steviol schopen inhibovat
efluxni transportér P-gp a zvysit tak absorpci trimethoprimu
ve strevé.

Schéma 1. Struktura steviolu

Tato pace vznikla za podpory Univerzity Karlovy v Praze
(projekt SVV 260 064) a projektu GACR ¢&. 303/12/G163.
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We would like to report the synthesis and use of new
cyclic hypervalent iodine-CF,CF,X reagents. These reagents
present an extension of the known CF; analogues, also
termed as Togni reagents®. The synthesis of these reagents
starts from various aromatic or heteroaromatic nucleophiles
(thiophenols, phenols, azoles) which are transformed into
fluoroalkyl silanes I.

2 equiv Mg grit
1) 1.5 equiv NaH, or 1.1 equiv i-PrMgCI*LiCl
DMF, 0 °C 4 equiv TMSCI
XH ———————> XCF,CFBr ~—————————>  XCF,CF,TMS
2) 5-10 mol% TBAI THF, -78 °C to rt or 35 °C
1.25 - 1.5 equiv BrCF,CF,Br up to 85% yield 68-73% yield
1

Scheme 1: Synthesis of fluoroalkyl bromides and silanes

Fluoride-mediated activation of I in the presence of
excess hypervalent iodine-fluorides leads to the formal
Umpolung of the fluoroalkyl moiety and affords stable, often
crystalline hypervalent iodine-fluoroalkyl reagents of the
formula Il and 111. A range of X substituents providing
handles for further functionalisation (bromoarene, ester
moiety) or units (fluorescent pyrene unit) could be
incorporated.

0.5 equiv XCF,CF,SiMes (tor iy
F—I—oO0 0.33 equiv XCF,CF,SiMes (ror i)

R 1 mol% TBAT R
R

XF,CF,C—1—0

-85 °C to 1t for Alcohol type)
or 1t (for Acid type) up to 93% NMR yield
and 85% isol.yield

based on silane

MeCN
Fluoroalkylation of thiols, phosphines, hydroxylamines, B-keto esters, R=Me.....Il
Evans oxazolidinones, allyl stannanes, arenes, indoles, etc. 2R=0...... mn

Scheme 2: Synthesis of hypervalent iodine-CF,CF,X reagents

These reagents behave as formally electrophilic donors
of the CF,CF,X moiety towards a variety of nucleophiles.
With these reagents, 9 different nucleophile classes were
fluoroalkylated in up to 91% isolated yields. The reagents
showed an especially high reactivity towards thiols
demonstrating the potential to act as unique bioconjugation
reagents for site-specific thiol tagging. General outlook of
the use of CF,CF,X moieties in life- and material sciences
will be discussed.
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Integrace retrovirové DNA je klicovym krokem
Vv produktivni infekci retrovird. Integrovany virus — provirus
— je schopen ustanovit stabilni expresi svych gend a zajistit
tak stalou produkci virového potomstva. Této vlastnosti
retrovirti se vyuziva zejména pii vyvoji vektord pro pienos
genti s pozadavkem pro dlouhodobé stabilni genovou
expresi. Retroviry, a od nich odvozené vektory, vSak casto
podléhaji  epigenetickému umlcovani transkripce, coz
znesnadnuje dosazeni stabilni exprese prenaSenych gent.

V Laboratofi virové a bunééné genetiky se zabyvame
identifikaci a popisem lokusti lidského genomu
podporujicich stabilni expresi retroviri. Pro tyto ucely
vyuzivame retrovirovy vektor odvozeny od ptaciho retroviru
(ASLV). Integrace ASLV se blizi nahodnému vybéru
genomickych lokusi! a jeho exprese je v saveich buiikich
velmi U¢inn& umldovéna®. V nasi laboratofi byl také
zkonstruovan retrovirovy vektor odvozeny od ASLV, ktery
je modifikovan inzerci ¢asti CpG ostrova do oblasti dlouhych
terminalnich repetic (LTR)?.

Pfi infekci lidskych bun€k vykazuje modifikovany
vektor (AG-2IE) oproti nemodifikovanému vektoru (AG)
desetinasobné  zvySenou frekvenci vyskytu expresné
dlouhodobé stabilnich provirG. Analyza integra¢nich mist
ukazuje, ze se expresné stabilni proviry vektoru AG
vyskytuji pfevazné v blizkosti aktivnich startd transkripnich
jednotek s vyskytem histonovych modifikaci H3K4me2,
H3K4me3, H3K9ac a H3K27ac, charakteristickych praveé
pro aktivni transkripéni starty ¢i enhancery. Stabilné
exprimované proviry vektoru AG-2IE se nachazeji v bliz-
kosti aktivnich transkripénich startd s niz§i frekvenci nez
proviry vektoru AG, zatimco se Cast&ji nachazeji v distalnich
Castech transkripénich jednotek. Vektor AG-2IE je tedy
uvolnén ze zavislosti na charakteristikdich mista integrace
typické pro stabilné exprimované proviry vektoru AG.

Nase vysledky poukazuji na genomické a epigenomické
charakteristiky lokusi permisivnich pro dlouhodobé stabilni
expresi retrovirl. V téchto oblastech se mohou vyskytovat
i proviry jinych retrovirovych vektori selektovanych pro stabilni
expresi pii aplikacich pro transgenezi ¢i genovou terapii.

Tato prdce vznikla za podpory grantu 13-37600S GACR.
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Zlato v ,,bulk” podobé¢ je katalyticky neucinné, avsak
V nanorozmérech nabyva schopnost katalyzovat fadu reakei.
Mezi nejcastéjsi zpusoby piipravy katalyzatorti na bazi zlata
patifi impregnace, koprecipitace a depozi¢né-precipitacni
proces’. Nicméng obdobny material lze pripravit pomoci
biosyntézy, jakozto nenaro¢né a ekologicky Setrné metody.

Pii biosyntéze zachyti mikroorganismus iont kovu
zroztoku a zredukuje jej do elementarni podoby. Pro
experiment byl vybran druh hnédych fas Diadesmis gallica
(DG). Napéstovana biomasa byla smichdna s prekurzorem
zlata (HAUCl,) v poméru 1:1 a inkubovéana po dobu 48 h pfi
teplot¢ 5 °C. Rozsivky DG obsahuji kiemicité schranky,
vyslednym materidlem po vysuSeni je tudiz kompozit
tvofeny amorfnim SiO, akotvenymi nanocasticemi zlata.
Vyhodou této metody je, Ze redukce, stabilizace
a imobilizace nanocastic je provedena v jednom kroku.
Nanocastice jsou obaleny bunéfnymi zbytky, které je za
normalnich podminek dobfe stabilizuji.

Pied samotnou katalyzou byl vzorek kalcinovan (4 h,
400 °C), po tomto kroku dosahuje velikost pfipravenych
nanocastic 28 nm. Katalytickd aktivita pfi oxidaci CO byla
testovana v trubkovém reaktoru s integralnim lozem
katalyzatoru za definovanych podminek (teplota 30—270 °C,
atm. tlak, mnozstvi vzorku 0,1g, celkovy pratok
100 ml/min, vstupni smés 2500 ppm CO + 2 mol% O, v He).
Koncentrace CO a CO; byla analyzovana pomoci plynového
chromatografu s tepelné vodivostnim detektorem.

S pfipravenym materidlem bylo dosazeno 62%
konverze CO pti 270 °C. Katalytickou aktivitu je mozné dale
zvysit modifikaci oxidem Zeleza, ktera jiz byla na podobném
vzorku bionanokompozitu Gsp&$né testovana®.

Tato prdce vznikla za podpory grantu SP2015/65 a MSMT
NPU I LO1208 TEWEP.
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Defekty genu ATM piedstavuji vyznamny prognosticky
faktor u pacienti s chronickou lymfocytarmi leukémii (CLL).
Vzhledem ke klicové roli proteinu ATM v odpovédi na
poskozeni DNA mohou mit i dilezity prediktivni vyznam.
Vy¢lenéni pacientti s inaktivni ATM je vSak komplikované:
(2) samotna heterozygotni delece 11q (11g-) nenarusuje funkci
proteinu; (b) inaktivace je zpisobena bialelickym defektem (tj.
11g-/mutace nebo dvé mutace); (c) mutacni analyza je slozitd
kvili extrémni velikosti genu a nejasnému dopadu nékterych
identifikovanych zamén. Cilem prace bylo zavést efektivni
detekci ATM mutaci véetné ur€enti jejich funkéniho dopadu.

Analyza genu ATM byla provedena u prevazné vysoce
rizikovych CLL pacienti za pouziti nasledujicich metod:
() resekvenacni ¢&ip detekujici bodové mutace; (b) western blot
pro stanoveni hladiny proteinu ATM; (c) nove navrzeny funkéni
test zalozeny na sledovani indukce exprese genu p21 (Q-RT-
PCR) po paralelnim osetfeni CLL bun¢k fludarabinem a
doxorubicinem; v pfipadé inaktivace ATM je indukce p21
narusena po doxorubicinu a zachovana po fludarabinu; (d) ptimé
sekvenovani pro potvrzeni detekovanych zameén a pro dohledani
mutaci predikovanych funkénim testem.

Mutace v genu ATM byly detekovany u 16 % (22/140)
pacientli, pricemz jejich frekvence byla nejvyssi u skupiny
pacientd s 119- (34 %). VSechny mutované vzorky vykazovaly
dysfunkci ATM prokazanou funkénim testem a/nebo nulovou
hladinou proteinu. Tato ztrata funkce ATM byla evidentni také
skrze defektni aktivaci p53 drédhy po expozici bun€k
ionizujicimu zafeni. Bunky nesouci mutaci ATM byly jasné
rezistentni na doxorubicin, ale nikoli na fludarabin. Pacienti
s mutaci ATM vykazovali téméf identicky Cas do prvni terapie
jako pacienti se samotnou 11g-.

Pro efektivni identifikaci ATM mutaci je nejvyhodn&jsi
pouzit n€kolik vzajemné se dopliujicich metod a je rozhodné
vhodné vyuzit nékterou z preskriningovych metod (zde funkéni
test) a danou mutaci poté dohledat pfimym sekvenovanim nebo
sekvenovanim nové generace (platforma MiSeq, Illumina).
Inovativni funkéni test je vhodny pro vyhledavani dobie
vyselektovanych ATM mutaci, pfi¢emz vykazuje vysokou
senzitivitu (80 %) i specificitu (97 %).

Zavérem lze ftici, ze mutace genu ATM vyskytujici se
samostatné nebo v kombinaci s11g- vedou Kk prokazatelné
dysfunkci proteinu ATM u pacientll s CLL, zatimco samotna
delece 11q neovliviiuje funkci ATM smérem k aktivaci p53
drahy. Vysledky byly publikovany vroce 2013 v Casopisech
Haematologica a Leukemia and Lymphoma.

Tato prdce vznikla za
CZz.1.07/2.3.00/30.0009.

podpory grantu
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Nukleosidovy analog abakavir je v soucasnosti
indikovan k 1é¢b¢é HIV-pozitivnich matek a prevenci pfenosu
viru HIV z matky na plod. Je zndmo, Ze abakavir dosahuje
terapeutickych koncentraci ve fetalni cirkulaci, nicméné
faktory ovliviiyjici prestup/kinetiku tohoto 1éCiva ptes
placentu doposud nebyly uspokojivé popsany.

Cilem této prace bylo zjistit, zda je transplacentarni
piestup abakaviru ovlivnén transportéry pro endogenni
nukleosidy. Mezi takové transportéry patiéi i) obousmérné
ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENTs), které
zprostiedkovavaji facilitovanou difuzi svych substrati a jsou
selektivné inhibovatelné NBMPR a ii) influxni na
koncentraénim gradientu sodiku zéavislé koncentrativni
nukleosidové transportéry (CNTs). Pro objasnéni cile nasi
studie jsme pouzili akumulaéni studie na lidské placentarni
bunééné linii BeWo exprimujici ENT1 a ENT2 a CNT2
a CNT3, metodu dualné perfundované potkani placenty
a experimenty s tkaniovymi fragmenty lidské placenty.

Akumulace abakaviru v BeWo bufikach  byla
signifikantné snizena v ptitomnosti NBMPR (100 nM), kdy
dochazi k selektivni inhibici ENT1. SniZzend akumulace
abakaviru byla rovnéz pozorovana v nepiitomnosti sodiku a
navic byl pozorovan aditivni efekt k u¢inku NBMPR (100
nM). Tyto vysledky poukazuji na roli ENT1 a dale CNT2
a/nebo CNT3 v akumulaci abakaviru. Pro zji$téni aktivity
ENTs a CNTs na organové urovni jsme dale pouzili metodu
dudlné perfundované potkani placenty. Transplacentarni
clearance byla v pfitomnosti NBMPR (100 nM) signifikantng
snizena v obou smérech (z matky do plodu i z plodu do
matky), coz potvrdilo zapojeni ENT1. Pouziti bezsodikového
média nemélo na transport abakaviru pies potkani placentu
vliv. Uptake studie provedené na lidskych placentarnich
fragmentech odhalily trend ke sniZeni akumulace abakaviru
V pfitomnosti inhibitort ENTs i CNTs.

Zavérem predpokladame, ze zejména ENT1 se mize
podilet na zajisténi koncentrace abakaviru ve fetalnim ob&hu
nutné k prevenci HIV infekce u plodu. Vzhledem
k ptedpokladané variabilit¢ exprese ENT/CNT je nezbytné
pro validni zhodnoceni ulohy téchto transportérii v trans-
placentarni kinetice abakaviru u ¢loveéka provést studii na
$ir§im souboru placent.

Tato prdce vznikla za podpory Grantové agentury CR
(GACR P303/120850) a Grantové agentury Univerzity
Karlovy (GAUK 695912/C/2012, SVV 260 064).



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 13, 3-44 (2015)
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Membranové proteiny hraji dulezitou roli v mnoha
bunécnych procesech. Transmembranové domény (TMD)
umoziuji integraci proteini do membran a jsou v pfimém
kontaktu s lipidy. Chemické slozeni membrany ma
vyznamny dopad na jeji organizaci.

Detailni informace o pusobeni TMD na organizaci
membrany lze ziskat studiem vlastnosti peptidd
(reprezentujicich TMD) v modelovych lipidovych
membranach®. V této praci jsme se zaméfili na zkouméni
vlivu struktury peptidi na fyzikalné-chemické vlastnosti
a organizaci modelovych membran bez cholesterolu i po jeho
pfidani. V monolamelarnich lipidovych vezikulach byly
porovnavany tyto peptidy: modelovy LW21 peptid a LAT
peptid odvozeny od transmembranové domény LAT
proteinu. Schopnost inkorporace peptidi do membran
rizného slozeni byla testovana pouzitim fluorescencné
znacenych peptidt a lipidd fluorescenénimi metodami véetné
fluorescencni kroskorelaéni spektroskopie (FCCS). Ovétili
jsme, ze peptid LW21 se nejlépe inkorporuje do lipidové
membrany, jejiz Sitka odpovidd délce hydrofobni casti
peptidu. LAT peptid upfednostiiuje fluidnéjs§i membrany,
jejichz lipidova §itka je mensi nez délka hydrofobni casti
peptidu. Tento zavér je piekvapivy, protoze LAT peptid
obsahuje delsi sekvenci hydrofobnich aminokyselin (23 amk)
ve srovnani s peptidem LW21 (21 amk). LW21 tvofi
v membrang perfektni o-helix®. Nage in silico simulace
naznaCuji, ze aminokyselina prolin v sekvenci LAT
zpusobuje ohyb helikalni struktury, ktery muize zkracovat
aktualni  délku  peptidu  prochéazejiciho  lipidovou
dvouvrstvou. Metodou z-scan FCS jsme také ukazali, Ze
srostouci koncentraci LW21 v membrané klesa lateralni
mobilita peptidd i lipidd, dochdzi tedy ke zvyseni rigidity
membrany. V piitomnosti cholesterolu jejich mobilita klesa
anomalné, pravdépodobné z divodu aditivniho efektu
zpusobeného piitomnosti peptidu a cholesterolu.

Ziskané poznatky naznacuji, ze sekundarni struktura
ovlivituje chovani peptiddi v modelovych membranach. Tyto
zavéry by mohly pomoci kobjasnéni mechanismu
organizace membranovych proteintl v buiikach.

GA CR:

Tato prace vznikla

P305/11/0459.

za podpory grantu
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Karcinom délozniho ¢ipku je tieti nejcastéjsi
malignitou, na jejiz véasny zachyt je v Ceské republice od
roku 2008 zaméfen screening, detekujici prekancer6zni stavy
zpusobené agresivnimi subtypy lidského papilomaviru
(ptfevazné HPV16 a 18). Problémem screeningu je jeho nizka
navitévnost (v CR okolo 50 %) a vysoka mira fale$né
negativity (az 20 %) standardné vyuzivaného cytologického
vySetfeni. Komeréné dostupnda HPV DNA diagnostika pro
nejcastéjsi subtypy vSak také nema stoprocentni citlivost.
Jednou z pficin je nizka virdlni naloz, pod detekénim limitem
metod. Druhou pfi¢inou mize byt fragmentace genu, na
jehoz detekci je kit zalozen, ke které dochazi pfi integraci
viru do lidského genomu. Pro spravnou diagnostiku
cervikdlniho karcinomu je tedy nezbytné zachytit i Cast
nadord, u nichz klasické diagnostické kity selhdvaji.

Cervikélni stéry byly testovany systémem Cobas 4800
(Roche) na pritomnost HPV16/18 a dalsich hrHPV genotypt
(12 hrHPV). VsSechny vzorky byly také analyzovany
PapilloCheck HPV- Screening system (Greiner Bio-one),
ktery detekuje 18 hrHPV a 6 IrHPV genotypi. Vzorky
pozitivni na HPV16, 18, 31 a 56 byly pomoci multiplex real-
time PCR assay analyzovany na pfitomnost episomalni,
integrované nebo smésné formy HPV infekce. Jako vnitini
kontrola byl pouzit gen pro GAPDH.

Podafilo se nam vyvinout a optimalizovat assay
zalozeny na multiplex real-time PCR detekujici E2 a E6 geny
HPV16,18, 31 a 56. Pro HPV E2 i E6 geny vSech
analyzovanych genotypt jsou detekénim limitem 4 kopie
genu na reakci. Touto metodou jsme dosud analyzovali 132
HPV pozitivnich pacientskych vzorkll (122 cervikalnich
stérd a 10 vaginalnich stérd). Integrovand nebo smésna forma
HPV, spojend se zvySenym rizikem vzniku karcinomu
délozniho ¢ipku, byla nejéastéji detekovana u HPV16
pozitivnich vzorkd (37 %), nasledné u HPVI8 (30 %)
a HPV56 (25 %)

Pro oveéfeni schopnosti metody rozlisit pacientky
sredlnym rizikem vzniku cervikdlniho karcinomu je
nezbytné vysetfit vétsi soubor HPV pozitivnich pacientek se
znamymi cytologickymi/histologickymi vysledky.

Tato prace vznikla za podpory grantii: CZ.1.05/3.1.00/14.0307 ,
CZ.1.05/2.1.00/01.0030, IGA UP LF 2014_019.
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Colorectal carcinoma (CRC) is the third most common
cancer and one of the leading causes of cancer-related deaths.
The c-Myb transcription factor has been implicated in
progenitor cell maintenance and is required for proper cellular
differentiation in the hematopoietic system, neuronal cells,
skin cells, and colonic crypts. High c-Myb expression is
frequently associated with a variety of immature cell lineages,
and it decreases as cells differentiate. Although oncogenic
versions of c-Myb were originally associated with leukemias,
overexpression or rearrangement of the c-myb gene is common
in several types of solid tumors®. Patients with colorectal
carcinomas exhibiting upregulated c-Myb expression have
poor prognosis®. The aim of our study was to clarify the role of
c-Myb in control of the cell death/survival of colorectal carci-
noma cells treated with cytotoxic agents commonly used in
anti-cancer therapies. As model systems we used colorectal
carcinoma cell lines CT26 and HCT116 with upregulated c-
Myb. We showed that exogenous c-Myb reduced sensitivity of
these cells to the cytotoxic agents. Processes associated with
cell death/survival may be controlled by oxygen reactive
species (ROS)-dependent signalling pathways. Therefore, we
tested the levels of ROS and expression/activity of key
components of several signalling pathways to identify
downstream effectors mediating the effect of c-Myb on cell
viability. We identified the enhanced levels of (a) ROS-
generating NADPH oxidase (NOX), (b) the phosphorylated
MAPKp38, and (c) JNK/c-Jun kinases upon c-Myb overex-
pression. Using genetic silencing and pharmacological inhibiti-
on we proved the link between p38 upregulation and enhanced
chemoresistance of CRC cells. Chemoresistance induced by
c-Myhb is partially sensitive to inhibition of JNK. In this work
we documented for the first time that the prosurvival effect of
c-Myb is associated with NOX1-dependent regulation of ROS
and we discuss the role of c-Myb-ROS axis in activation of
MAPKp38 and c-Jun kinases.

This study was supported by NT13441-4/2012 (IGA, Ministry of
Health of the CR), European Regional Development Fund pro-
jects CEB (CZ.1.07/2.3.00/20.0183), RECAMO (CZ1.05/2.1.00/
03.0101), IntegRECAMO (CZ.1.07/2.3.00/20.0097).
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LIDSKE EMBRYONALNi KMENOVE BUNKY K
APOPTOZE INDUKOVANE LIGANDEM TRAIL

LUCIE PESKOVA? VLADIMIR VINARSKY? TOMAS
BARTAP®, ALES HAMPL?"

2 Ustav histologie a embryologie, Lékarskd fakulta, 625 00
Brno, Ceskd republika, b Mezindrodni centrum klinického
vyzkumu (ICRC), FN u sv. Anny v Brné, 656 91 Brno
luc.peskova@gmail.com

Apoptozu indukujici ligand ze skupiny tumor
nekrotizujictho faktoru — TRAIL — je transmembranovy
protein indukujici apoptézu predev§im u nadorové
transformovanych bun¢k. Diky této vlastnosti je TRAIL
vhodnym potencidlnim kandidatem pro vyuziti v terapii
nadorovych onemocnéni. Ukazalo se vSak, ze nckteré
primarni tumory jsou vuc¢i uCinkim ligandu TRAIL
rezistentni. Mechanismy, které podmifnuji tuto rezistenci
bunék, nejsou zcela objasnény. Nase skupina v nedavné dobé
popsala molekularni mechanismy rezistence k plsobeni
ligandu TRAIL u pluripotentnich lidskych embryonalnich
kmenovych (EK) bunék. Navic jsme prokézali, ze EK burky
mohou byt kucéinkim ligandu TRAIL senzitizovany
prostiednictvim inhibice proteosyntézy, a tedy piredstavuji
unikatni model pro studium molekularnich mechanismt
rezistence bun&k k ligandu TRAIL.

Cilem této prace bylo zjistit, zda poskozeni DNA
zvySuje citlivost lidskych EK bunék k ligandu TRAIL. Za
timto tucelem bylo poskozeni DNA v EK buikéch
indukovano subletalni davkou cisplatiny, bézné pouzivaného
cytostatika ze skupiny alkylacnich latek, a nasledné byla
sledovana odpovéd’ bun¢k na ligand TRAIL. Nase vysledky
ukazuji, Zze vystaveni bunc¢k uclinku cisplatiny vedlo
k formaci 53BP1 a yH2AX foci, které dokazuji pfitomnost
dvoufetézcovych zloml v DNA, avsak ke zméné hladin pro-
a antiapoptotickych proteinii nedoslo. Kombinace cisplatiny
a ligandu TRAIL vsak vedla k masivni indukci apoptozy,
ktera byla doprovazena Stépenim proteinu PARP, kaspazy 8
a plnou aktivaci kaspazy 3. Inhibice kaspazy 8 pomoci
siRNA vedla ke snizenému S$tépeni kaspasy 3 a zvySenému
prezivani bunek oSetfenych cisplatinou a ligandem TRAIL.
To naznaCuje, ze signalizace vedouci k ligandem TRAIL
indukované apoptéze u EK bunék probiha pravé pies
kaspazu 8.

Tato studie pfispiva k pochopeni molekularnich
mechanismu, které podminuji rezistenci bunék k ptisobeni
apoptézu indukujiciho ligandu TRAIL a prokazuje, ze
bunky, které jsou rezistentni, mohou byt k i¢inkiim ligandu
TRAIL relativné snadno senzitizovany.

Tato prace byla podporena European Regional Development
Fund - Projekt FNUSA-ICRC (No. CZ.1.05/1.1.00/02.0123),
projektem ICRC-ERA-HumanBridge (no. 316345), ktery je
financovdn Evropskou komisi a MUNI/A/1558/2014, ktery je
financovin MSMT CR.
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MODIFIKACE POLY(MLECNE KYSELINY)
RADIKALOVYM ROUBOVANIM PRO APLIKACE
V POKROCILYCH POLYMERNICH MATERIALECH

JOSEF PETRUS?*", FRANTISEK KUCERA®",
JAROSLAV PETRUJ?

aUstav chemie materialii, FCH VUT v Brné, 612 00 Brno;
PCEITEC - Stiedoevropsky technologicky institut VUT,
616 00 Brno

xcpetrus@fch.vutbr.cz

Uvedena prace se zabyva studiem post-reaktorové
modifikace poly(mlécné kyseliny) (PLA) radikdlovym
roubovanim anhydridem kyseliny itakonové (IAH)
v tavening. Reakéni podminky byly zvoleny s ohledem na
hodnotu polocasu rozpadu zvoleného iniciatoru (Luperox
101, L101), zpracovatelské podminky a ve snaze eliminovat
nezddouci degradacni reakce PLA v pribéhu reaktivni
modifikace.

Strukturni analyzou byl proveden kvalitativni dikaz
navazaného IAH. U pfipravenych vzorki PLA-g-IAH
s ruznym molarnim pomérem IAH/L101 byl stanoven obsah
navazan¢ho IAH, pfi¢emz byl potvrzen rostouci vyznam
roubovaci reakce pfi niz§im moldrnim poméru IAH/L101.
Ptfi nejnizSich pomérech IAH/L101 byla na zakladé
reologickych vlastnosti taveniny pozorovana zvySena mira
vedlejsich reakci, zejména sitovani a radikalového vétveni.
Navazani IAH na PLA fetézec ma za nasledek zvySeni
flexibility polymernich fetézcl projevujici se poklesem
teploty skelného ptechodu v porovnani s nemodifikovanou
PLA. Pokles molekulové hmotnosti PLA-g-IAH pfi
zvysSujicim se obsahu navazaného IAH poukazuje na dvoji
mechanismus adice IAH na PLA fetézec — roubovani podél
fetézce PLA a roubovani na koncich fetézcti v disledku
B-$tépeni. S ménicim se molarnim pomérem IAH/L101 byla
pozorovana zména reakéni entalpie v zavislosti na
prevazujicim druhu reakce (roubovani, sitovani, reakce IAH
alL101, atd.)®>. Navazanim polarniho IAH byla predikovana
zvySena adheze PLA-g-IAH K polarnim materialim na
zakladé poklesu kontaktniho thlu na rozhrani PLA-g-1AH—
voda.

PLA modifikovana uvedenym zptisobem muze nalézt
uplatnéni jako kompatibilizator v polymernich smésich
a kompozitnich materidlech diky reaktivnim karboxylovym
skupindm obsazenym ve struktufe navazané¢ho IAH. Velky
potencial PLA-g-IAH je v moznosti aplikace v pokro¢ilém
druhu polymernich smési, tzv. ,nanoblendy“, u kterych je
potlacena nezadouci vlastnost polymerni mezifaze.

Tato prace vznikla za podpory projektu “CEITEC - Central
European Institute of Technology” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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SYNTEVZA,DERIVATIOJ CHINOLONU UCINKEM BSA
S VYUZITIM SUBSTITUCE METHOXYSKUPINY NA
AROMATICKEM JADRE

ONDREJ PiSA®°, STANISLAV RADL??

8Vysokd Skola chemicko-technologickd v Praze, 166 28
Praha 6; "Zentiva k.s., 102 37 Praha 10
ondrej_pisa@centrum.cz

Derivaty 1,4-dihydro-4-oxochinolinu jsou latky, které
se vyuzivaji zejména jako antibakterialni terapeutika a bézné
se ozna&uji jako antibakterialni chinolony®. V poslednich 20
letech se podafilo chinolonového skeletu vyuzit i v ptipadé
dalsich skupin 1é¢iv. Jako nejslibnéjsi piiklady lze uvést
inhibitor HIV integrasy elvitegravir® (na trh uveden v roce
2012) a kancerostatikum voreloxin (ve 3. fazi klinického
vyvoje), které psobi jako inhibitor topoizomerasy 11°.

Nejbéznéjsi postupy piipravy’ znazoriiuje Schéma 1.
Postup b vyuZziva pti cyklizaci na aromatickém jadie odstupu
halogenidii, piipadné nitro skupiny®, a jako baze se nejdastsji
vyuziva potas.

o o] (o]
| Rr2 a R? R?
Qr - I << I
N by X
R R R'

Schéma 1. BéZné postupy pFipravy chinoloni

R =H, Alk or Ar
R? = COOH, COOR, alkyl
X =F, Cl, Br, NO,

Vzhledem k absenci dostatku ptikladii v literatufe ma
predkladand prace ambice byt rozSifenim moznosti syntézy
chinolonl. Zabyva se novym postupem jejich pfipravy, kdy
se pii cyklizaci vyuziva odstupu methoxyskupiny, a to
ucinkem silylaéniho ¢inidla bis(trimethylsilyl)acetamidu
(BSA). (Schéma 2)

o o
COOMe
BSA COOoMe
| —_— |
MeO OME"NH MeO N
I I
R

R
Schéma 2. Syntéza chinoloni s vyuZzitim BSA

BSA =

_N__O.
TMS™ S T™S

Metodologie potencidlné nabizi celou fadu vyhod:
vys$si vytézky, méné necistot, nizsi reakéni teploty a vyuziti
levnéjSich a symetriCtéjSich substratl, coz mtze byt pii
syntéze nespornou vyhodou.
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VLIV KONFORMACE P53 NA AKTIVACI A
REPRESI CILOVYCH GENU
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Protein p53 je vyznamny nadorovy supresor, ktery je
mutovan ve vice nez 50 % piipadi nadorovych bujeni.
Obecné patfi nadorovd onemocnéni mezi velmi casto
diskutovana témata. V dusledku pokroku v prevenci,
véasném odhaleni a 1é¢bé nadorl se toto onemocnéni dotyka
vice lidi. Praveé pfi sestavovani 1écebné strategie mize mit
stav proteinu p53 velky vyznam. Mezi jednu z moznosti
protinddorové terapie patii obnova standardni konformace
a funkce p53 proteind.

P53 je nadorovy supresor, ktery diky transaktivaci
svych cilovych genii (napt. p21, BAX, MDM2) pii poskozeni
DNA, nedostatku nukleotidt ¢i oxida¢nim stresu se podili na
zastaveni bunééného cyklu, reparaci DNA, apoptdze ¢i
autofagii. Navzdory tomu se Casto v nadorovych buiikach
vyskytuje v mnohonasobné vyssi koncentraci, nez v bunikach
zdravych. To je zpusobeno predev§$im mutacemi jeho genu
TP53, které maji za nasledek mimo jiné ¢astecné vytazeni
zpétnovazebné negativné regulaéni smycky p53-Mdm2.
Ptitomnost mutantnich proteini se také projevuje aktivaci
novych cilovych genl podporujicich proliferaci a preziti
bunky a pfedev§im podporuje rezistenci na cytostatika (napf.
GAS1, MYC, MDR1). Kombinovana terapie je klicova
strategie proti ziskani 16kové rezistence®.

V na$i praci jsme se zaméfili na studium ucinkd
cytostatik v kombinaci s latkami podporujicimi obnovu
standardni konformace u bunéénych linii exprimujicich
mutantni proteiny p53. Za pouziti nekolika typl linii
(glioblastomové a linie odvozené od nadoru tlustého stieva),
latek obnovujici konformaci p53%% a b&n& pouzivanych
cytostatik  (doxorubicin, 5-fluorouracil, cisplatina nebo
temozolomid) jsme sledovali vliv téchto kombinaci na
hladinu p53 a jeho cilovych geni jak na Grovni proteinové,
tak i na tUrovni mRNA. Jednou ze slibnych terapii
nadorového onemocnéni je moznost cilené reaktivace
konformace mutantni na standardni typ p53 spojena
S pusobenim cytostatik.

Tato prdce vznikla za podpory grantu AVCR cislo 13-
36108S, IGA VFU Brno 103/2013/FaF a 67/2014/FaF.
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NOVE CHIRALNI FOTOCITLIVE MESOGEN;\JI’
LIGANDY PRO STABILIZACI MAGNETICKYCH
NANOCASTIC V KAPANYCH KRYSTALECH
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Jednou z moznosti stabilizace kapalné krystalickych
matrici, je pouziti nanocastic, jejichz ptidavek vede ke
snizeni viskozity vysledného materidlu a zlepSeni kontaktu
molekul kapalného krystalu s povrchem pixelu®.

Nanocastice, které nebyly nijak modifikovany,
vytvéaieji s kapalné krystalickymi matricemi nestabilni
koloidni systémy a rychle agreguji?. Pro pfipravu stabilnich
systétmid se proto pouzivaji nanocastice modifikované
nejrazngj$imi surfaktanty. Nejvetsi stabilizace nanocastic lze
dosahnout pouzitim smési mesogennich ligandi a jedno-
duchého surfaktantu (napf. kyselina olejova)®. V tomto
piipadé vsak dochazi k vyznamnym topologickym zméndm
v uspofadani liganddt vézanych na nanodastici’, coz ve
vysledku negativné ovlivituje vlastnosti cilového materialu.

V této praci jsme se zaméfili na pfipravu nanocastic
(Fe, Oy, Co) stabilizovanych vyhradné mesogenem. Na zakladé
nagich piedchozich vysledki® byla navrzena struktura ligandt
s fosfonovou terminalni funkéni skupinou, u kterych
predpokladame vznik chiralni mesofdze (Schéma 1).

. O

P 0 0
L) oy

PO3H,
Schéma 1. Obecna struktura liganda

Tato prace vznikla za podpory grantii GA CR 13-07397P a
GA CR 15-02843S.
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CHARAKTERIZACE STRUKTURY RECEPTORU
DENDRITICKYCH BUNEK DCL-1 (CD302) VIANMR
A HMOTNOSTNI SPEKTROMETRII
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CD302 je extracelularni receptor C-lektinového typu
exprimovany na myeloidnich bunkach. U CD302 byly
prokazany endocytické vlastnosti a vzhledem k jeho
kolokalizaci s F-aktinem se pravdépodobné podili i na
bunééné adhezi a migraci. Vazba sacharidii zatim prokazéna
nebyla. Pokud k ni bude dochazet, s nejveétsi
pravdépodobnosti se tak nebude dit klasickou cestou pies
koordinaci s vapenatymi kationty. CD302 byl poprvé
objeven jako fuzni partner receptoru CD205. Fazni protein se
od obou jednotlivych receptort lisi lokalizaci i funkci.

Pro strukturni studie byla exprimovana extracelularni
Cast receptoru obsahujici kompletni C-lektinovou doménu.
Rekombinantni protein byl produkovan v bunikich E. coli
BL21 v LB médiu a M9 minimalnim médiu (pro NMR studie
za piitomnosti *C a ®N) do inkluznich télisek, ktera byla
izolovana a solubilizovana. Rekombinantni protein byl in
Vitro slozen a purifikovan gelovou filtraci.

Strukturni model rekombinantniho CD302 je zalozen
na meziatomovych vzdalenostech ziskanych pfifazenim
B3C/N-NOESY-HSQC spekter naméfenych NMR. Pro
vypocet struktur v programu ARIA/CNS byly déle pouzity
sekundarni struktury predpovézené na zékladé chemickych
posunti atomil proteinové patefe (program TALOS+).

Hmotnostni ~ spektrometrie ~ potvrdila  zapojeni
disulfidovych mistkti odpovidajici C-lektinové doméné.
Spolu s intramolekularnimi  vzdalenostmi  ziskanymi

chemickym zesiténim a dihedralnimi thly pfedpovézenymi
podle NMR byla tato informace pouzita pro vytvofeni
homologniho modelu v programu MODELLER (templat:
kolektin 12) a nasledné porovnana se souborem struktur
ziskanych pouze NMR.

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 797213, GACR
P207/10/1040, CZ.1.07/2.3.00/20.0055, CZ.2.16/3.1.00/24023
a Rv061388971.

CHEMICKA MODIFIKACE A CHARAKTERIZACE
HYDROGELVU Z PRIRODNIHO POLYSACHARIDU
GUM KARAYA

HANA POSTULKOVA®*, IVANA CHAMRADOVA?®,
LUCY VOJTOVAP, JOSEF JANCAR®?

4CEITEC - Stiedoevropsky technologicky institut VUT,
616 00 Brno; bUstav chemie materialii, Fakulta chemicka
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Gum Karaya (GK) je pfirodni guma pochazejici
ze stromu Sterculia urens. GK je &aste¢né acetylovany,
nerozpustny a aniontovy polysacharid® a je ziskdvan jako
vapenata nebo hofenatad sil>. GK obsahuje p-D-galaktosu,

L-thamnosu, B-D-glukuronovou  kyselinu a  kyselinu
p-galakturonovou®,
Nerozpustnost GK je zplsobena  pfitomnosti

dvojmocnych iontil a acetylovych skupin ve struktufe GK*.
Tato studie se zabyva ptecisténim a chemickou (alkalickou)
modifikaci GK pro vyvoj rozpustného materidlu k
naslednému vyuziti v mediciné¢ (napf. hydrogel pro
regeneraci mékkych tkani a systému pro distribuci 1é¢iv).

V praci byly optimalizovany podminky modifikacni
reakce napf. typ hydroxidu, koncentrace roztoku GK a cas
reakce. Originalni GK a modifikované vzorky GK byly
charakterizovany pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM), infradervené spektrometrie (FTIR), termogravi-
metrické analyzy (TGA), diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
(DSC), nuklearni magnetické rezonance (NMR) a reolo-
gickymi studiemi. Byla stanovena linearni viskoelasticka
oblast pro riizné koncentrované roztoky. Déle byl studovan
vliv NaCl na viskozitu originalniho vzorku GK. Klesajici
viskozita roztoku GK s vys$§im obsahem NaCl byla
vysvétlena vyménou dvojmocnych ionti za jednomocné ve
struktufe polysacharidu.

Tato prdace vznikla za podpory projektu “CEITEC - Central
European Institute of Technology” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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IDENTIFIKACE PROGNOSTICKYCH A PREDIKTIV-
NICH FAKTORU U PACIENTU S NEMALOBUNECNYM
KARCINOMEM PLIC LECENYCH V ADJUVANTNIM
REZIMU
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Jana.potockova@seznam.cz

Karcinomy plic pfedstavuji v CR jednu z nejéastéjsich
skupin nadord vibec a lze je rozdélit podle nékolika kritérii
jako je biologické chovani nadoru, histologické slozeni ¢i
lokalizace do né&kolika skupin. Pro praxi ma vSak nejvétsi
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vyznam déleni na malobunéény karcinom SCLC (asi
20-25%) a nemalobuné&ny karcinom NSCLC (75-80%).
NSCLC obvykle vykazuje ve srovnani s SCLC pomalejsi
rast, takze v praxi byvaji ptiznivéjsi moznosti chirurgického
odstranéni za predpokladu, Ze nador jiz nevytvofil
metastaticka loziska. Na protinadorovou léc¢bu cytostatiky
aradioterapii reaguje o néco hife nez malobunény
karcinom. I proto se stal NSCLC pfedmétem nasi prace.

V nasi studii byl vySetiovan soubor 124 pacienti
S NSCLC, 1é¢enych v adjuvantnim rezimu kombinaci derivat
platiny s vinorelbinem. Jako material byly pouzity FFPE fezy.
Metodou FISH byl vySetfen status gend EGFR, FGFR,
C-MET, pfitomnost ptestaveb v ALK a ROS1 genech, a pocet
kopii chromozomi 7,8. Zaroven, metodou qPCR byla
vySetfena pritomnost mutaci v genech K-RAS a B-RAF.

Byla provedena statisticka analyza klinickych
a laboratornich vysledkd. Jako kontrolni byl pouzit soubor 65
pacientdt s NSCLC, ktefi byli 1éeni pouze chirurgicky
anebyli zafazeni do adjuvantniho rezimu lécby. Nekteré
statisticky vyznamné korelace jsme pfedem ocekavali — napf.
distribuce pacientii podle stadia nebo véku v adjuvantni
a kontrolni skuping. Z hlediska celkového pieziti (OS) nebyl
zaznamenan mezi adjuvantni a kontrolni skupinou statisticky
vyznamny rozdil. Jinak je tomu pfi srovnani adjuvantni
a kontrolni skupiny z hlediska CSS a DFS (Obr. 1 A,B).
Zajimavé je zjisténi, ze ve skupiné adjuv. 1é€enych pacientl
je statisticky vyznamnym faktorem pro OS a DFS ROS1
translokace (nizky vyskyt, vysledek je tieba verifikovat na
vétsim poétu pacientil) a pro CSS polysomie CEP8 (Obr. 2).
Vyznam jinych vySetiovanych FISH markeri jsme dosud
neprokazali.

Obr.1: (A) Srovnani CSS mezi adjuvantni a kontrolni skupinou
(P=0,026) (B) Srovnani DFS mezi adjuvantni a kontrolni
skupinou (P=0,034)

0 ] 'l @ ® 100

Obr.2: Porovnani po¢tu kopii CEP8 z hlediska CSS (0 - wildtype
of CEPS, 1 - polysomy of CEP8; P=0,014)

Tato prace byla podporena grantovymi projekty IGA MZ CR
NT/13569 a BIOMEDREG CZ.1.05/2.1.00/01.0030.
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STEPENI FOSFORAMIDATOVEHO PROLECIVA
KONFORMACNE UZAMCENEHO NUKLEOSIDU

ELISKA PROCHAZKOVA, HUBERT HREBABECKY,
RADIM NENCKA, MARTIN DRACINSKY

Ustav organické chemie a biochemie AV CRv.v.i,
Flemingovo namésti 2, 166 10 Praha
prochazkova@uochb.cas.cz

Ribosovy cyklus obsazeny v piirozenych nukleosidech
je velmi flexibilni a v roztoku tak miize existovat rovnovaha
nekolika konformerG. Vhodnou kovalentni modifikaci
cukerné casti lze tento pohyb zbrzdit natolik, Ze jeden
konformer bude vyrazné stabilnéjsi. Takto modifikované
nukleosidy se oznacuji jako konformacné uzamcéené a byla
unich prokézana antivirova aktivita’. Vzhledem k vyssi
polarité¢ nukleosidi se pfipravuji lipofiln€jsi derivaty, které
snadnéji prochazi ptes bunénou membranu. U nukleosidt se
gasto zavadi fosforamidatova skupina®, kterd je nasledng
odstépena intracelularnimi enzymy.

V této praci byla studovana konformace konformacné
uzamé&eného nukleosidu "H NMR spektroskopii v kombinaci
s DFT vypocty. Namétené hodnoty protonovych interakénich
konstant byly porovnany s hodnotami vypoctenymi pro rizné
konformace a byl nalezen jeden stabilni konformer (°E). Od
tohoto nukleosidu byl pfipraven fosforamidatovy derivat 1
ajeho enzymové Stépeni karboxypeptidasou Y bylo
sledovano pomoci *'P NMR spektroskopie. Vychozi latka
obsahuje chiralni centrum na fosforovém atomu, existuji tedy
dva diastereoizomery, které lze pozorovat v3P NMR
spektru jako dva signaly. Po ptfidani enzymu byl substrat po
nékolika minutdch pfeménén na meziprodukt 2, ktery se za
nékolik hodin rozpadl na kone¢ny produkt 3. Stejné produkty
byly detekovany po chemické hydrolyze triethylaminem.
Strukturu produktt bylo mozné uréit in situ z 1D (*H , **C)
a 2D (COSY, HSQC, HMBC) NMR spekter a diky C-P spin-
spinovym interakcim. Strukturni modifikace proléciva 1
nevede Kinhibici enzymu a dochazi k pfedpokladané
metabolické reakci.

2, Q

0 it
Ouf Ouf

7 7
NH

I
o o
o /=N \KNH 0,
NW)\(NHX 00!
2

I .
/
/=N \FNH o /=N
N NH < N NH,
0 S NN

SHon NN

H,CO0C C

SHoH NaN
1
Obr. 1. Enzymové §tépeni fosforamidatového proléciva

Tato préce vznikla za podpory grantu GACR 13-24880S a
grantu P207/12/P625.
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SYNERGICKY UCINEK NANoéAsylc sTﬁiBRA
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Antibiotika jsou hojné vyuzivana k 1é¢bé a prevenci
hospodaiskych zvitat, coz ma za nasledek rychly rozvoj
agifeni bakteridlni rezistence'. Vzhledem ke snizené
efektivité antibiotik je nezbytné hledat jiné zpusoby boje
proti infekénim chorobam zvitat. Nanocastice stiibra (AgNP)
jsou dobfe znamy svymi antimikrobialnimi vlastnostmi®.
Proto jsme studovali mozné zvySeni ucinku antibiotik
v kombinaci s AgNP.

K tomuto ucelu byly syntetizovany AgNP o primér-
nych velikostech 8 a 28 nm a byl hodnocen vliv na ¢tyti
antibiotika s rtiznymi mechanismy t¢inku. Pro srovnani
minimalnich inhibi¢nich koncentraci AgNP a antibiotik
samotnych a ve vzijemné kombinaci byla pouzita
Sachovnicovd  metoda a  zfrakéniho  inhibi¢niho
koncentraéniho indexu se usuzovalo, zda je interakce
synergni, aditivni, indiferentni nebo antagonisticka.

Ze 40 kombinaci AgNP, antibiotika a bakterie, bylo 7
synergnich, 17 aditivnich a 16 indiferentnich. Zadna
kombinace nebyla antagonistickd. VétSinu synergnich kom-
binaci vykazoval gentamicin, ale nejsiln€j§i kombinovany
ucinek se projevil u kombinace penicilinu G s AgNP proti

bakterii  Actinobacillus  pleuropneumoniae. Navic po
kombinaci  nanocastic s gentamicinem, amoxicilinem
akolistinem  vi¢i  bakteriim A.  pleuropneumoniae

a Pasteurella multocida se obnovila citlivost bakterii
k uvedenym antibiotikiim. Studie dokazuje, ze AgNP mohou
byt potencidlné¢ vyuzity ve veterinarnim lékatstvi jako
adjuvant.

Tato prdce vznikla za podpory projektii MSMT CR LO1305,
Cz.1.07/2.3.00/20.0056 a CZ.1.07/2.4.00/31.0130 a
Interniho grantu UP v Olomouci, projekt PrF_2014_032.
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CHARAKTERIZACE INTERAKCE PROTEINU
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AfGcHK A RR ZA POMOCI VODIK-DEUTERIOVE
VYMENY
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Bakterialni senzorové proteiny se diky své duleZitosti
v lidské patogenezi ukazuji byt zajimavym cilem zasahu
antibiotik nové generace. Typicka struktura téchto proteini
se vyznaluje ptitomnosti senzorové domény na N-konci
(detekujici signaly z prosttedi) a funkéni domény na C-konci
(majici enzymovou aktivitu a/nebo provadéjici piislusné
specifické biologické funkce). Do této skupiny fadime
i nedavno popsany senzorovy protein s histidinkinasovou
aktivitou (AfGcHK) pochazejici z bakterie
Anaeromyxobacter sp. AfGcHK patii mezi kyslikové
senzory s globinovou strukturou senzorové domény. Hem,
ktery je vazan na senzorovou doménu pomérné pevné, je po
redukei jeho centrdlniho iontu Zeleza z formy Fe(lll) na
Fe(IT) schopen vazby molekuly kysliku (O,). Koordinace
tohoto ligandu vyvold v senzorové doméné konformacni
zmény, které jsou zodpovédné za naslednou aktivaci
katalytické  domény.  Aktivovana  funkéni  doména
s histidinkinasovou aktivitou katalyzuje autofosforylaci
His183 za wvzniku fosforylovaného proteinu, ktery je
nasledné schopen tento fosfat pfenést na aspartat druhého
proteinu signaliza¢ni drahy oznadovaného jako Regulator
odpovédi (RR). Aktivovany RR mtize v buiice plnit rtizné
funkce, nejéastéi vSak vystupuje v roli transkripéniho
aktivatoru regulujiciho napf. homeostazi, virulenci nebo
prestavbu bunécné stény =za neptiznivych Zivotnich
podminek.

Pfesny mechanismus ptfenosu fosfatu z histidinkinasy
a aktivace RR proteinu nejsou dosud detailné popsany.
V prezentované praci jsme se zaméfili na charakterizaci
interakce proteini AfGcHK a RR za pomoci vodik-
deuteriové vymény a analytické ultracentrifugace. Tyto dvé
techniky nam umoznily zjistit zakladni parametry komplexu,
nalézt vzajemné interakéni oblasti a popsat konformacni
zmény v prubéhu interakce. Naméfena data ukazuji, ze pro
vazbu histidinkinasy na RR protein jsou dilezité dva
a-helixy v centralni ¢asti proteinu, pficemz souéasti jednoho
z nich je i His183. RR protein interaguje s AfGcHK rovnéz
pomoci dvou helixti v blizkosti aktivniho centra obsahujiciho
Asp52. Dalsi detaily interakce mezi AfGcHK a RR budou
diskutovany.

Tento projekt byl podporen Univerzitou Kalovou v Praze —
projekt UNCE 204025/2012 a Grantovou agenturou
Univerzity Karlovy projekt ¢. 756214.
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TVORBA MATRIC Z HEDVABI Antheraea pernyi,
JEJICH CHARAKTERIZACE A VYUZITi PRO
BIOMEDICINSKE APLIKACE
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KNEJZLIK, TOMAS RUML

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6
Lenka.Strnadova@vscht.cz

Hedvabi je pfirodni biopolymer proteinového zékladu,
produkovany mnoha druhy pavoukii a hmyzu. Zakladni
komponentou hedvabi motyld je vysoce repetitivni protein
fibroin. Struktura tohoto proteinu se sklada z hydrofilnich (N
a C konec) a hydrofobnich (repetitivnich a nerepetitivnich)
usektl. Pravidelné stfidani téchto Gsekil umoziuje sklddani
fibroinovych podjednotek do podoby finalniho vlaknal.
Ukézalo se, ze diky vysoké biokompatibilité, biodegrada-
bilite, teplotni stabilité a dobrym mechanickym vlastnostem
maji hedvabné materidly velky potencial pro vyuziti
V regenerativni medicing?.

V nasi praci jsme se zaméfili na hedvabi motyla druhu
Antheraea pernyi. Nasim cilem je ptiprava fibroinovych
vrstev s riznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
anaslednd charakterizace téchto vrstev se zaméfenim na
jejich biodegradabilitu, zejména s ohledem na planované
vyuziti fibroinovych vrstev v biomedicing.

Usp&sné jsme vyvinuli zcela novy postup pipravy
solubilizace fibroinu z vypreparovanych zlaz housenek
A.pernyi. Z pfipraveného roztoku fibroinu byly
pfipravovany 2-D matrice, které byly dale charakterizovany.
Byla provedena SEM a AFM analyza piipravenych vrstev,
diky kterym jsme pozorovali rozdily v povrchovém
usporadani vrstev v zavislosti na zpiisobu jejich pfipravy.
Byla zmeéfena smacivost vrstev metodou statické
goniometrie. Bylo zji§téno, Ze matrice inkubované ve
vodnych roztocich jsou hydrofilni, zatimco neoSetfené
matrice vykazuji silné hydrofobni vlastnosti. Jelikoz
biodegradabilita matric je pro vyuziti v regenerativni
mediciné dilezitym parametrem, byla testovana také stabilita
obdrzenych vrstev vii¢i ptisobeni serinové proteasy trypsinu.
Bylo zjisténo, ze zménou podminek pouzitych pro piipravu
vrstev je mozné modulovat jejich odolnost viici proteolyse.

Pfipravené vrstvy jsou dale vyuzivany pro kultivace
tkanovych kultur lidskych keratinocyti a mysich embryonal-
nich fibroblastll, abychom ovétili moznost jejich potencial-
niho vyuziti v regenerativni mediciné. Doposud provedené
kultivace tkanovych kultur bunék lidskych keratinocyti
(HaCaT) na pfipravenych vrstevnatych matricich prokazuji
vhodnost pfipavenych materialti pro tyto ucely.

Financovdno z ucéelové podpory na specificky vysokoSkolsky
vyzkum MSMT (Rozhodnuti ¢. 20/ 20135).
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STUDIUM SEKRECE VISFATINU U ADIPOCYTU,
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Metabolicky syndrom, imunitni systtm a syntéza
NAD® jsou oblasti plisobeni adipokinu visfatinu. Jeho
pritomnost v krevni plasmé vyustila v otazku, zda je
uvoliiovan z bunck cestou aktivni sekrece nebo nikoliv.
Protoze chybéjici N-koncovy signal neumoziuje visfatinu
vyuzit klasicky sekre¢ni mechanismus s pocatkem
v endoplasmatickém retikulu, piipadnd aktivni sekrece by
probihala jednou z neklasickych drah. Prozatim nebyl
objeven zpusob regulace ani mechanismus tohoto procesu a
neni zcela objasnéno, které typy bunck visfatin aktivné
sekretuji. Nasim cilem bylo potvrdit aktivni sekreci visfatinu
u bunéénych kultur zastupujicich adipocyty, hepatocyty
a bunky imunitniho systému.

Modelové bunééné linie zahrovaly HepG2 hepatocyty,
U-937 monocyty a makrofagy a 3T3-L1 preadipocyty
a adipocyty. Diferenciace monocyta U-937 trvala 4 dny a
byla zapocdata ptidanim aktiva¢niho ¢inidla forbol-12-
myristat-13-acetatu (PMA). Diferenciace 3T3-L1 preadipo-
cytl v adipocyty probihala 8 dni a byla zahajena ptidavkem
dexamethasonu, isobutylmethylxanthinu a insulinu. Burky
byly transfekovany vektory, které nesou hemaglutininem
(HA) znaceny visfatin a HA znaceny zeleny fluorescencni
protein (GFP). Sekrece visfatinu, HA-visfatinu a HA-GFP
byla sledovana metodou imunoblotu. Jako kontrolni protein
byl pouzit cytosolicky enzym glyceraldehyd-3-fosfat-
dehydrogenasa (GAPDH).

V médiich linie 3T3-L1 preadipocyti nebyl visfatin
detekovan viibec. U bunék adipocytti a HepG2 byl visfatin
vzdy za ptitomnosti GAPDH, pfi¢emz pomér mnoZzstvi
visfatinu a GAPDH v mediich a v bunéénych lyzatech byl
srovnatelny. V médiich buné¢k HepG2 byl HA znaceny
visfatin detekovan pouze slabé, navic zde bylo opét velké
mnozstvi GAPDH. V médiich byl vSak v podobné mife jako
HA-visfatin detekovan také HA-GFP, coz je protein, ktery
neni bunikami aktivné sekretovan. Signifikantni hladina
visfatinu byla detekovana pouze u zralych makrofaga U-937.

Vysledky ukazuji, ze visfatin neni buitkami adipocyti
ani hepatocytt aktivné sekretovan, ale je pasivné uvoliiovan
v disledku bunééné smrti. Makrofagy tak byly jedinou
studovanou bunécnou kulturou, u niz byla potvrzena aktivni
sekrece visfatinu. Tukova tkan, ktera je spojovana se sekreci
visfatinu, vSak neni tvofena pouze adipocyty, ale i dalSimi
bunéénymi typy, z nichz vyznamnou roli hraji buniky
imunitniho systému. Tyto bunky tak mohou, kromé dalSich
funkci, pfedstavovat hlavni producenty visfatinu.

Prace byla financovana z ucelové podpory na specificky
vysokoskolsky vyzkum MSMT (rozhodnuti ¢ 20/2015).
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Archaickou DNA (aDNA) sa nazyvaju vsetky nukleové
kyseliny, ktoré je mozné izolovat' z archeologickych nalezov,
muzejnych  preparatov  alebo  Ciastone  fosilizovanych
materialov.

Informécie obsiahnuté v sekvencidch aDNA si nasli svoje
uplatnenie v mnohych vednych odboroch a disciplinach. Avsak
asi najviac sa vyuzivaju vo vyskume davnych ale aj pomerne
recentnejSich udalosti v historii modernych l'udi. Predovsetkym
pri mapovani historickych migraénych ciest', v paleo-
patologickych? a gencalogickych stadiach®, a takisto aj vo
forenznych $tadiach pri identifikécii obeti vojen a revolécii®.

Nevyhodou prace saDNA je to, Ze sa v pozostatkoch
nachadza vo vel'mi nizkych koncentracidch a navyse je znacne
degradovana, ¢o je vysledkom poOsobenia chemickych,
fyzikalnych a biologickych faktorov prostredia. Okrem toho
neustale hrozi riziko jej kontaminacie modernou DNA, preto je
nutné dodrZiavat’ prisne laboratorne a pracovné pravidla®,

V naSej praci sme na izolaciu a analyzu aDNA pouzili
stbor 65 vzoriek I'udskych kostrovych pozostatkov pochadza-
jucich zo slovansko-avarského pohrebiska z 8.-9. storocia
(kataster obce Cifer-Pac). Z jednotlivych vzorieck aDNA sme
stanovovali pohlavie amplifikdciou amelogeninového génu a
fragmentovou analyzou PCR produktov, a taktiez urcovali
mitochondridlne haploskupiny amplifikdciou a naslednym
osekvenovanim HVRI mitochondridlnej DNA.

Uspesne sme  stanovili pohlavie zo  vzoriek
pochadzajicich  z detskych alebo nekompletnych  kostier,
uktorych to nebolo mozné stanovit beznou antropo-
morfologickou metodou. Okrem haploskupin
charakteristickych pre slovanské narody sme zistili vyskyt
dvoch haploskupin typickych pre oblast Kaukazu, c¢o
zodpoveda faktu, Ze sa jednalo o zmieSané slovansko-avarské
pohrebisko. Okrem toho sme na zaklade porovnania zistenych
polymorfizmov v HVRI dokazali ur¢it’ pribuzenské vztahy
niektorych jedincov.
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Homogenni palladiové katalyzatory nesouci NHC
ligandy jsou diky své stabilit¢ a vSestranné katalytické
aktivit¢ hojné pouzivany v moderni organické syntéze.
Typickym ptikladem je PEPPSI katalyzator | (z angl.
Pyridine-Enhanced Precatalyst Preparation, Stabilization and
Initiaiton), vyuZivany napf. v Suzukiho couplingu nebo
Heckové reakci’.

Obr. 1. PEPPSI katalyzator |

V ramci této prace jsem se zamétil na piipravu analogi
téchto katalyzatord s polyfluorovanymi chiralnimi NHC
ligandy, diky nimz se tyto katalyzatory stavaji
stereoselektivni a zaroven fluorofilni, coz umoziuje jejich
naslednou recyklaci pomoci fluorovych separacnich technik.

K ptipravé téchto katalyzatord bylo jako prekurzord
NHC ligandi pouzito né€kolik strukturné odlisnych typt
chiralnich polyfluorovanych dihydroimidazoliovych soli Il —
IV, syntetizovanych v nasi laboratofi.

BF, BF, BF,
[\ PhoPh [N Ph [
. . .
NN~ ?/N\?N\é W/N\?N\{
Re Re Re  R¢ Rr
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Rg = CgF 13, CgF47

Obr. 2. Pouzité polyfluorované dihydroimidazoliové soli

Stereoselektivita pfipravenych katalyzatora  byla
studovana na  asymetrickém  Suzukiho  couplingu,
poskytujicim axialné chiralni binaftylové derivaty.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky
vzkum (MSMT ¢.20/2014) a z grantu GA CR & 207/10/1533.
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STUDIUM LIP}DQVYCH MEMBRAN JAKO
MODELU KOZNi BARIERY S VYUZITIM
DEUTEROVANYCH CERAMIDU

BARBORA SKQLOVA,, KLARA HUDSKA,
KATERINA VAVROVA

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, 500 05 Hradec Kralové
Skolb5aa@faf.cuni.cz

Nejsvrchnéjsi vrstvu kiize tvoii keratinem vyplnéné
bunky obklopené lipidovou matrix tvofenou smési ceramidi
(Cer), volnych mastnych kyselin (MK) a cholesterolu (Chol).
Strukturu Cer pfedstavuje obr. 1, molekula je tvofena
aminoalkoholem - sfingosinem (S), fytosfingosinem (P) nebo
dihydrosfingosinem (dS), jehoz primarni aminoskupina je
acylovana mastnou kyselinou (N). Podstata bariérové funkce
kize je déana vlastnostmi mezibunééné hmoty, tedy jejim
slozenim 1 uspofadanim, které neni zcela objasnéno.
Abychom 1épe porozuméli vztahim mezi strukturou Cer
ajejich bariérovou funkei, studujeme jejich vlastnosti
Vv lipidovych modelech kozni bariéry pomoci permeaénich
pokustt a Dbiofyzikdlnich metod, napf. infracervené
spektroskopie. V lipidovych membranach obsahujicich
deuteriem znacené a neznacené slozky je jejich chovani
(fazové ptechody, konformace ¢i laterdlni uspotadéni
fetézcll) pozorovano soucasné, avSak oddélené diky odlisné
poloze vibra¢nich pasti ne- a znacenych latek. V této studii
byly nejprve syntetizovany tifi typy koznich Cer
s deuterovanym acylem (d-Cer) a nasledné pfipraveny
lipidové membrany kozni bariéry v kombinacich d-Cer/Cer,
deuterovana/neznacena MK a Chol. Pii teplot¢ kozniho
povrchu (fj. 32°C) jsou acylové fetézce Cer (N)
konformacné usporadanéjsi (trans), zatimco u sfingosin-
ovych fetézci (obecné€) prevazuje voln&jsi gauche
konformace. Membrany obsahujici Cer odvozené od fyto-
(NP) a dihydrosfingosinu (NdS) jsou teplotné stabilnéjsi ve
srovnani s modelem obsahujici sfingosinovy Cer (NS), jehoz
fetézce jsou vsak v tésnéjSim laterdlnim uspotadani, a Cer
(NS) se také Iépe misi s MK. Zajimavym poznatkem je, ze
Cer (NS) upfednostituje velmi neobvyklou otevienou
konformaci fetézcii orientovanych do opacnych smérd, coz
patrné souvisi s velmi nizkou permeabilitou lipidovych
membran. Kazdy typ Cer ma tedy ziejmé specifickou funkci
a jejich heterogenni smés lépe odolava vlivim okolniho
prostiedi.

m (P)

N
W/\/

HO "

o (N)
Obr. 1. Strukturni typy Cer (NP), Cer (NS) a Cer (NdS), zkratky
oznacuji acyl mastné kyseliny (N) a typ sfingosinu (S, P, dS)

Tato prdace vznikla za podpory  Univerzity Karlovy
(SVV 260062) a Grantové agentury CR (13-23891S).
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PRI’PRAYA BIOPOLYMERNiCH NANOVLAKEN
VHODNYCH PRO MEDICINSKE APLIKACE
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JANCAR?, DAVID PAVLINAK®, PAVEL HYRSL®

aUstav chemie materidli, FCH, VUT v Brné, 612 00 Brno,
CEITEC - Stredoevropsky technologicky institut VUT,
616 00 Brno; “Ustav fyzikalni elektroniky, Masarykova
universita, 602 00 Brno; Institut experimentdlni biologie,
Masarykova universita, 61137 Brno
xcsvachova@fch.vutbr.cz

Predlozena prace se zabyva piipravou (bio)polymernich
nanovlaken ziskanych pomoci technologie zvlaknovani
z volné hladiny roztoku polymeru v silném elektrostatickém
poli technologii Nanospider®.

Uspesné byla piipravena Zelatinovd nanovlakna,
modifikovand piidavkem sodné, piipadné vapenaté soli
oxidované  celulosy’. Zelatina je  biokompatibilni,
biodegradabilni a ma vysokou absorpéni schopnost.
Oxidovana celulosa i jeji soli jsou biokompatibilni,
biodegradabilni, vykazuji jak hemostatické, tak baktericidni
ucinky.

Dal$im dualezitym krokem bylo sitovéani ziskanych
nanovldken pro zlepSeni jejich hydrolytické stability
a mechanickych vlastnosti.

Chemické slozeni piipravenych nanovlaken bylo
studovano pomoci ATR-FTIR spektroskopie a EDX
elementarni analyzy, které potvrdily pifitomnost oxidované

soli v nanovlakenném materidlu. Pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie byl uréen primér ziskanych
nanovlaken a jejich morfologie. Metodou chemické

bioluminiscence byly prokdzany baktericidni G¢inky, které
ve vétsiné piipadi vykazovaly témét uplnou inhibici po
celou dobu testovani. Na pfipravenych nanovldknech byla
také testovana viabilita bunck.

Nami pfipraveny material miize mit potencialni vyuziti
v chirurgii, v regenerativni mediciné mekkych tkani
(popaleniny), ptipadné ve tkafiovém inzenyrstvi.

Tato prace byla podporena projekty Regiondlni VaV centrum
pro nizkondkladové plazmové a nanotechnologické povrchové
upravy - CEPLANT (CZ.1.05/2.1.00/03.0086), projektem
LOI1411 (NPU I) a projektem “CEITEC — Central European
Institute of Technology” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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SYNTF;ZA QRGANOKATALYZATOR(TJ
ZALOZENYCH NA CYKLODEXTRINU
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Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy
tvofené z D-glukopyranosovych jednotek spojenych a(1—4)-
O-glykosidovou vazbou!. Vzhledem ke své schopnosti
inkludovat slouceniny do kavity umoziuji provést chemické
reakce se zvysenou regioselektivitou a stereoselektivitou?.

Organokatalyzatory na bazi CD jsou perspektivnimi
stavebnimi bloky pro pfipravu umélych enzymi® a pied-
stavuji tedy vhodny skelet pro tvorbu tzv. trifunkénich
organokatalyzatord - analogii bifunkénich katalyzatora?, kde
treti ,,funkci® pfedstavuje kavita CD.

Vzhledem ke zminénym vlastnostem CD jsme se
zaméfili na syntézu novych derivati CD I, Il vyuZitelnych
v asymetrickych transformacich aldehydd. K a-CD skeletu
(schéma 1) bude pfipojena thiomocovinova funkéni skupina
(pro aktivaci elektrofilu) a tercidrni amin (pro aktivaci
nukleofilu)

O
o7oS oA HO o708 oA HO
OH reglmsomer O OH reglowsomer HO
OH
HOT.0
OHO

OHo OHo
Schéma 1. Navrzené trifunk¢ni organokatalyzatory | a Il

O

Pro piipravu® regioisomeru AD vychazime z piipravy
6'-amino-6'-deoxy-6'"-hydroxy-perbenzyl-a-CD 111, zatimco
regioisomer AC z piipravy® 6'-azido-6',6"-dideoxy-6""-O-
-mesitylen-sulfonyl-a-CD IV (schéma 2).
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'@ -
(OH)yg I (OH)16 IV

Schéma 2. Retrosynteticky pFistup pro regioisomery AC a AD
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MUTANTNI FORMY PROTEINU P53 MOHOU
INTERAGOVAT S ALTERNATIVNIMI
SEKUNDARNIMI STRUKTURAMI DNA

VLASTIMIL, TICH\’g, LUCIE NAVRATILOVA,
MARIE BRAZDOVA

Biofyzikalni ustav AV CR, v.v.i., 612 65 Brno
vlastik@ibp.cz

Sekvencné specificka vazba k promotortim cilovych gent
standardni formy proteinu p53 (wtp53) je nezbytna pro jeho
nadorové supresorovou funkci. Tento typ vazby k DNA, kterou
zajistuje centralni DNA-vazebna doména (DBD), je vSak
Umutantni formy proteinu p53 (mutp53) z divodu pievazné
bodovych mutaci v DBD inhibovan®. Piesto byla pozorovéna
U proteinti mutp53 schopnost regulace exprese cilovych gent
proteinu p53 (cit.2). Za strukturng specifickou vazbu k DNA je
u proteinu p53 zodpovédna predevs§im druhd DNA-vazebna
doména (CTDBD) na C-konci proteinu, jejiz aktivita je také
U protein mutpS53 zachovana. Pfi studiu strukturné specifické
vazby vykazovaly proteiny wtp53 i mutp53  preferenci
k superhelikalni plazmidové DNA®. Podobné preference byla
pozorovana také u plazmidové DNA obsahujici pfirozena cilova
mista proteinu  mutp53 R273H ziskand chromatinovou
imunoprecipitaci ~ (ChIP  sekvence) zgenomu  bunék
glioblastomové linie U251. Bioinformatickd analyza odhalila
u ziskanych ChIP sekvenci zvySeny obsah repetitivni DNA,
ktera mize diky vy$Si negativni superhelicité tvofit alternativni
sekundarni struktury DNA®,

Nase prace byla zaméfena na studium interakce proteind
wtp53 a vybranych mutp53 s alternativnimi strukturami DNA.
Pro studium byly vybrany sekvence s prokazanou tvorbou
kiizové struktury a sekvence repetitivni DNA. V piipadé pouziti
kiizové struktury vykazoval protein wtp53 preferencni vazbu
k DNA s vytvoienou alternativni strukturou oproti kontrolni
DNA. V druhém piipadé byla zjisténa podobna vazebna
preference proteinu wtp53 K repetitivni, a také specifické DNA
obsahujici konsenzni sekvenci pS3CON, oproti nespecifické
DNA. Proteiny mutp53 se vSak prednostné vazaly jiz pouze
k repetitivni DNA oproti nespecifické nebo specifické DNA.
V ramci provedenych analyz bylo zjisténo, Ze nejen topologii
DNA, ale také alternativni sekundémi struktury DNA
rozpoznava predevs§im C-koncova DNA-vazebna doména
proteinu p53.

Tato préce vznikla za podpory grantu GACR 13-36108S.
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A NEW Zr-BASED PATHWAY TO 5-7-6(Ar) RING
SYSTEMS

NIKOLA TOPOLOVCAN, ILLIA PANOV, MARTIN
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Department of Organic Chemistry, Faculty of Science,
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nikola.topolovcan@natur.cuni.cz

Zirconacyclopentenes, prepared by coupling a low-
valent zirconocene with unsaturated hydrocarbonsl, can
undergo an addition reaction to carbonyl group of various
aldehydes®. It is also known that substituted
zirconacyclopentadienes undergo a coupling reaction with
aryl halides producing fused-ring compounds®*. Combining
the methods mentioned above, a study was undertaken on the
reaction of bicyclic zirconacyclopentenes |  with
commercially available halo-substituted benzaldehydes to
form tricyclic compounds 111 (Scheme 1).

[eN
S

CuCliL

/——=——"R  CpyzZrBu, O
X —— = — X
X ZrCp, Pd-catalyst
i\ S
OH
X = CH, (CHy),, BN ’ ur
R = p-Tol, Ph,

n-Bu, (CH,),0TBS

Scheme 1. Formation of oxazirconacycloheptene 11 and

subsequent coupling reaction

Due to its higher nucleophilicity, the C(sp*)-Zr bond in
| undergoes a chemo- and stereoselective reaction with the
carbonyl carbon of the aldehyde yielding the
oxazirconacycloheptene intermediate Il. The subsequent
transmetallation of the remaining C(sp?)-Zr bond with CuCl
and additives was followed by the intramolecular coupling
reaction leading to the desired tricyclic product Il in
reasonable yields. The scope as well as mechanistic aspects
of the reaction were studied in detail. Furthermore, the
mechanism of the undesirable side-reaction occuring during
the transmetallation was elucidated as well. This approach
provides a simple and one-pot procedure for the synthesis of
the fused 5-7-6(aryl) ring compounds with potential
application as an advanced intermediates for the syntheses of
more complex molecules featuring similar carbon skeletons.
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PRESSOCUCURBIT[S]URIL: SYNTEZA
A SUPRAMOLEKULARNI VLASTNOSTI

LUKAS USTRNUL’, PETR KULHANEK®, VLADIMIR
SINDELAR?*

aUstav chemie, Masarykova univerzita; Centrum pro vyzkum
toxickych latek v prostredi, bCEITEC, 625 00 Brno
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Cucurbit[n]urily jsou makrocyklické slouc¢eniny znamé
schopnosti vazat ve vodé vhodné organické i anorganické
hosty s vysokou afinitou’. Nejmensi z nich se sklada z péti
glykolurilovych jednotek a jeho asociacni schopnosti jsou
omezeny na malé molekuly rozpoustédel a plyny. Toto
vazani bylo prokézano v roztoku, i v pevné fazi“.

o}

HNTH3 NH
_ HCHO _

CHs\  konc. HCI

HN NH
N

Schéma 1. Priprava Megpressocucurbit[S]urilu z dimethyl-
propandimocoviny (2,4,6,8-tetraazabicyklo[3.3.1]nona-3,7-dion)

Ve svém pfispévku budu prezentovat syntézu

a vlastnosti nového makrocyklu (MeoprCB[5]), ktery je
slozen zpéti propandimocovinovych jednotek. Latka ma
V porovnédni s podobnymi cucurbiturily mens$i vzdalenost
mezi karbonylovymi portdly a vys$i rozpustnost ve vodé
i dalSich rozpoustédlech.

Pro srovnani supramolekularnich interakci se strukturné
blizkymi CB[5] a Me;,CB[5] jsme stanovili pro vSechny
zminéné makrocykly asociaéni konstantu s methanem.
VNMR jde o pomalou vyménu a chemicky posun
komplexovaného methanu je pro kazdy makrocyklus odlisny,
a proto jsme mohli vysledky ovéfit kompetiénim
experimentem, ktery byl ve shodé¢ s ostatnimi méfenimi.

Tato préce vznikla za podpory Grantové agentury Ceské
republiky (13-15576S), MSMT CR (LM2011028 a LO1214),
a projektu CEITEC (CZ.1.05/1.1.00/02.0068) z Evropského
fondu pro regiondlni rozvoj.
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CLP-X INTERFERES WITH MSR(A)-MEDIATED
KETOLIDE RESISTANCE IN STAPHYLOCOCCUS
AUREUS
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JANATA, GABRIELA BALIKOVA-NOVOTNA*

Institute of Microbiology, AS CR, 142 20 Prague
vladimir.vimberg@biomed.cas.cz

Macrolides are important antibiotics used in clinical
practice to treat infections caused by Staphylococcus
aureus'. The ABCF family protein Msr(A) confers high
resistance in staphylococci to macrolides but only low
resistance to ketolides, the newest class of macrolides®.

To examine the possibility of the development of
ketolide resistance as a result of changes in Msr(A)
specificity, we selected and analyzed mutants of S. aureus,
resistant to ketolide antibiotic — telithromycin, in which the
resistance entirely depended on msr(A) expression.
Unexpectedly, selected mutants had no mutations in the
msr(A) gene. Genome resequencing of one mutant revealed
single amino acid substitution in ClpX, substrate-recognizing
component of the ClpXP proteolytic system, which regulates
protein quality and turnover through controlled proteolysis®.

Mutations in ClpX were detected in all mutants and
were in conserved functional regions of the protein. Deletion
of clpX significantly increased Msr(A)-mediated resistance
to the telithromycin, but no changes in resistance were
observed in a clpP-knockout strain expressing msr(A),
demonstrating that ClpX affects Msr(A) independently of
ClpP. It has been shown that the ClpP-independent activity
of ClpX plays a role in destabilization of protein-DNA and
protein-protein complexes®.

Considering two hypotheses of Msr(A) function, ClpX
may destabilize the interaction of Msr(A) with a membrane
protein that assists in Msr(A) mediated antibiotic efflux or it
may destabilize the interaction of Msr(A) with a ribosome
thereby interfering with displacement of an antibiotic from
the ribosome®.
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POLYAROMATICKE DENDRIMERY

S METALOPORFYRINEM V CENTRU JAKO
RECYKLOVATELNE KATALYZATORY
CYKLOPROPANACNI REAKCE
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Polyaromatické  dendrimery  Fréchetova  typu’
s tetrakis(4"-hydroxyfenyl)porfyrinem, coby jadrem moleku-
ly, byly pfipraveny konvergentni metodou a nasledné
prevedeny na komplex? sFe''. Sada tdchto sloudenin
pocinajici jednoduchymi metaloporfyriny az po nové
dendrimery 2. az 4. generace byla porovnina co do
katalytickych vlastnosti béhem cyklopropanaéni reakce mezi
derivatem styrenu a diazomethanem. Tato reakce probihala
dle metody® zalozené na kontinualnim pfidavku derivatu
daizaldu, prekurzoru diazomethanu, ktery byl postupné
generovan in situ v zasaditém vodném prostiedi dvojfazové
reakéni smési, zatimco v organické fazi dochéazelo k rychlé
katalyzované reakci se styrenem.

H,0, KOH

AN
CDCl,, CH,N,,
cl Metaloporfyrin, cl
Trimethoxybenzene
(int. standard)

Byly porovnany konverzni kiivky cyklopropanace za
pouziti pftipravenych Kkatalyzatorti oproti teoretickému
idealnimu pribéhu reakce a ovéfena moznost opakovaného
pouziti metaloporfyrinti po izolaci z reakéni smési.

Ziskana data nabizeji predstavu o moznostech a omeze-
nich pouziti tdchto dendrimernich katalyzatori®, a také
0 detailech pribéhu reakce s diazomethanem v malo
obvyklém, ale technologicky zajimavém dvoufazovém
usporadani.

Tato prace vznikla za podpory granti MSMT CR &
MSM6046137305, GACR ¢ 304/10/1951 a P503/11/0616,
a stipendijni podpory DIPC.
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APPLICATION OF ALIGNMENT MEDIA
IN STRUCTURAL ANALYSIS OF CALIX[4]ARENE
DERIVATIVES
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The aim of this work is the application of residual
dipolar coupling constants (RDCs)! measurement method in
conformational behavior study of new inherently chiral
calix[4]arene derivatives. RDC is an anisotropic direct
through space dipole-dipole interaction, which is result of
partial alignment of the compound in external magnetic field,
and includes information about spatial arrangement of
molecule.

The study was started with the testing of the series of
recently published liquid crystalline alignment media based
on polyglutamates and polyacetylenes on the model
dipropoxycalix[4]arene with respect to the ease of the
preparation and the degree of the introduced alignment.
Suitable alignment media were used to determine or specify
the spatial structure of three types of new inherently chiral
calix[4]arene derivatives, whose structures could not be
determined by standard NMR methods (NOE, J-
interactions).

Using the method of RDC measurement we established
that the phenoxanthiin derivative? occurs in 1,2-alternate
conformation (Fig. 1A) while dinitroso-derivative adopts
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pinched cone conformation with nitroso groups on declined
(flattened) aromatic rings (Fig. 1B). In case of 2-pyri-
dylsulfoxide calix[4]arene with intramolecularly bridged
meta positions® we succeeded to specify the X-RAY
structure (Fig. 1C).
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Fig. 1. Sfructure of three types of new inherently chiral
calix[4]arene derivatives obtained by the RDC measure-ment
method. X-RAY structure is shown of Fig. C in gray
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